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(57) Abstract 

The invention relates to a recombinant cell which expresses a substrate protein comprising at least one sequence region of 18 
amino acids of the human amyloid precursor protein (APP) or a homologous protein. The sequence region contains the 'alpha- 
secretase cleavage site as v^ell as 6 amino acid rests at the amino terminal and 12 amino acid rests at the carbcxy terminal, in 
relation to the 'alpha'-secretase cleavage site, and contains either a) a recombinant nucleic acid comprising at. least one gene 
for a protease protein which contains either the sequence region(s), required for proteolytic action, of the dislntegrin 
metalloprotease ADAM 10 obtained from cattle (Bos taurus), humans or another mammal or represents a mutein of a mammalian 
disintegrin metalloprotease ADAM 10 which has essentially the same enzymatic properties, the gene or genes being controlled by a 
heterologous promoter; or b) heterologous RNA coding for a substrate protein and a protease protein. The invention also relates 
to the use of the above cells. 

(57) Abrege 

L'invention concerne une cellule recombinee exprimant une proteine substrat comprenant au moins une zone sequentielle de 18 
aminoacides de la proteine precurseur amyloide humaine (APR. amyloid precursor protein) ou une proteine homologue. La zone 
sequenUelle comprend le point de ctivage de la 'alpha'-secretase, alnsi que 6 testes aminoacide amine-terminaux et 12 restes 
I d'aminoacide carboxy-terminaux par rapport au point de divage de la 'alpha'-secretase. et a) contient soit I'acide nucleique 
; recombtn6 comprenant au moins un g6ne pour une proteine protease qui comprend au moins la(les) zone(s) s6quentielle{s) de 
:distntegrine-metaIloprotease ADAM 10 issue du boeuf (Bos taurus), de Thomme ou d'un autre mammifere. ou bien repfesente une 
i muteine d'une disintegrin e-metalloprotease ADAM 10 de mammifere. possedant sensiblement les memes proprietes enzymatiques. 
i le gene ou les genes se trouvant sous le controle d'un promoteur h^terologue; b) soit TARN heterologue codant une proteine 
i substrat et une proteine protease. L'invention concerne en outre drfferentes utilisations de ces cellules. 
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(54) Bezciclmuoe: ZELLKN. DIE EIN AMYLOIDVORLAUFERPROTEIN UND EIN o-SEKRETASE COEXPRIMIEREN UND 
DEREN ANWENDUNGEN IN TESTVERFAHREN UND DIAGNOSTIK i-u«iArKIMitKtN UND 

(57) Abstract 

„.id. il^Thi^h?'"" ' "'"i* «P«»« » sutetnite protein comprising at least one »«,uence region of 18 amino 

tat u we 15 6 «mmo tai nm at the ammo lenninal and 12 amino acid nns ai the caitoxy terminal, in relation to the ascaeJL 
t^'I^Z.^!!'^^ " T^"".™" """^^ """"'""8 " » W protein "SLti-S 

p=-r:::i„-?^e SoS-zx^^:?.!^ - "> — - - ^^tr^^JTT. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine rekoinbiname Zelle. die ein Substratprolein exprimiert. das mindenens einen Sequenzbertich von 18 

^T'^r«LrcthrTsi"l°"T^ ™ hc^^oCcn SrSu woJ^ 

dcr Sequcnzberach die o-Seloeuaespaltstdle sowie 6 AminosSurerejle aniinoterminal und 12 AminosEurereste carboxytemiiml beio»e» 

fto.^.en^;^nTT„L !f ' -tkombinante Nukl.insJure endUUt. umfassend mindwK^^'dn ct. Kr^in 

D^ ^Seutp^fAD^M^^^ "o^-d't- Sequentbcrcich Oder Sequen^iS d r 

r;b^;;;.^:-r"r-*n"p^;^^^^ 
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ZELLEN. DIE HN AMYLOrOVORUUFERPROTElN UND HN a-SEKRETASE COOXPRIMIEREN UND 
DEREN ANWENDUNGEN IN TESTVERFAHREN UND DlAGNOSTO ^-yLAPKIMIEREN UND 



10 



Die Erfmdung betrifn zunSchst Zellen, die rckombiniene NukJeinsaure(n) enihal- 
ten, di= ein Amyloidvorlauferprotein (APP) und eine a- Sekretase codicren. oder 

15 zumindest Teile der genaiuiten Proteine, fenier ein Testverfahren zur Identifikati- 
on a-Sekretase-aktiver Substanzen sowic ciues zur Identifikau'on weiierer Sekre- 
la^en, schJicClich auch cin Vcrfahrcn zur Bestimmung der Anfalligkcil gegcnubcr 
ncurodcgencrativcn Erkrankungen, insbcsondere gegenflber Morbus Alzheimer 
sowic die Vcrwendung von Nuklcinsaurcn, die fur cine a-Sekretasc codicrea» fiir 

20 die Geniherapie. 

Morbus Alzheimer ist die hSufigste Ursache fur Dcmcnz in der wcstlichen Well 
md die viertMufigste Todesursache in den USA- 
Die Ahheimer-lToidciiz steigt mit dem Alter: I bis 5 % der Menschen Ober 65 und 

25 1 0 bis 20 % iiber 80 sind betroffen, 

Alzheimer i$i neuropaibologisch durch die Anwesenheit einer Vielzahl von neuri- 
lischen Plaques und neurofibrilaren Fehlstrukturen gekennzeichnel, die zu einem 
massiven Vcrlust an Neuroncn fuhn. Weder die Plaques noch die neurofibrilaren 
Fehlsuukturcn sind spezifisch fiir Alzheimer - sie konunen bei altercn, inieilektu- 

30 ell unauffalligen Personen und bei gewissen anderen Krankheiten ebenfalls vor. 
Allcrdings sind diese Smikmren bei Alzheimer zahlreicher und weiier verbreiiei 
als bei nichi bctroffencn Individ uen. Wiihrcnd Plaques exirazellular aufireten. 
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fmdct man die neurofibrilarcn Fehlstruklxircn in dcgcncriercndcn Ncuroncn. Der 
Hauptbeinandicil der Plaques ist cin 39-43 Aminosaurc {4kDa) groBes Pcplid. 
genannt p-Amyloid oder einfach p*Pcptid (Ap), Ein Mikrotubuli-aiisoziienes 
Protein, Tau. isi der Hauptbcstandtcil der neurofibrilSren Fchlstrulcturen (Ober- 
5 blick: Encyclopedia of Molecular Biology and Molecular Medicine, Band 1, Sei- 
ten 42 bis 52. Herausgeber Meyers, Robert A., VCH Veriag Weinheim) 

Das p-Peptid (Ap) slammt von dem AmyloidvorlSuferprotcin (amyloid precursor 
protein, APP) ab, cincm Typ 1 Transmembranprotein, das in viclcn Saugerzellty- 
10 pen cxprimicrt wird. 

Die AP-Sequenz umfaBt 28 Aminosauren des cxtrazelluiarcn und 12 bis 15 Ami- 
nosaurereste des membrandurchspannenden Teils von APP. Ap wird aus APP 
minels proteolytischer Prozessierunc durch eine bisher nicht identifiziene Pro- 
15 tease gebildet, der P-Sckretasc, die am Aminoterminus schneidet und durch die 
am C-Tcrminus schncidcnde y-Sckrctase. 

Der Hauptabbauweg von APP isi der konsiitutive sekretorische Weg, der die 
Spaltung des Proteins innerhaJb der Ap-Sequenz durch eine putative a-Sekretase 
20 an der Zelloberriache (Sisodia, S.S., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, Seiien 
6075 bis 6079; Haass et al. (1992) Namre 357, Seiten 500 bis 503; Ikezu et al. 
(1998) J. Biol. Chem. 273, Seiten 10485 bis 10495) und im Trans-Golgi- System 
(Kuentzcl ct al. (1993) Biochcm. J. 295, Seiten 367 bis 378; De Strooper et al. 

(1993) J. Cell Biol. 121, Seiten 295 bis 304; Sambamurti ct al. (1992) J. Neurosci. 
25 Res. 33, Seiten 319 bis 329; Ilaass, ct al. (1995) J. Cell. Biol. 128, Seiten 537 bis 

547; Tomiia ct al. (1998) J. Biol. Chem. 273, Seiten 6277 bis 6284) umfaBt. Los- 
liche aminoierminale APP-Fragmeme von 105 bis 125 kDa (sogcnannte APPsa- 
Fragmente: Weidemann et al. (1989) Cell 57, Seiien 115 bis 126; Evin et al. 

(1994) Amyloid: Int. J. Exp. Clin. Invest. 1. Seiien 263 bis 280) werden ins extra- 
30 , zeliulare Medium jfreigcsetzt. Das mcmbrangebundene lOkDa grofle carboxyter- 

minale Fragment (plO), das bci der a-Sekretase-Spaltung ebent'alls entsteht, em- 
halt nur cinen Teil des amyloidogcnischcn Ap-Pcptids und kann durch die 7- 
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Sckrelasc zu cincm 3kDa-Fragment (p3) weiter abgebaul werden (Haass ct al. 
(1993) J. DioL Chcm. 268, Seiien 3021 bis 3024). Da der Abbau vod APP durch 
cine a-Sckretasc zu kcinem intaktcn AP-Pcptid fUhn, ist cr nicht amyloidogc- 
nisch, d.h. er tllhn nichl zur Bildung von Amyloidplaqucs und somit nichi zu 
5 Morbus Alzheimer, 

Aus diesem Gmnd steht dcr a-Sckretase-Abbau von APP scit Jahren im Kokus 
des Forschcrintercsses. Durch Boseman ct al. (1994) (J. Biol. Chem. 269, Seiten 
3111 bis 31 16) wurde cin Fusionsprotein aus dem aminotecnialen Teil von APP 

10 und einer alkalischen Phosphatase in H4-Zellen heterolog exprimicrt, um die cn- 
dogcne a-Sckrctascaktivitat diescr Zellcn zu untcrsuchen und gcgcbcncnfaJIs das 
cnisprechende Protein zu identifizicren. Hicrbei wurde der unier verschiedencn 
Bedingungcn freigesetzte Antcil an ProteoiyseproduJn mil AntikOrpem bcstimmi, 
die gegen alkalische Phosphatase gerichlei waren. Diese Versuchc fUhncn bisher 

15 nicht zur Identifikation der a-Sekretase. VermuUich ist die Menge an endogencr 
a-Sckrctase zu gcring, als daB eine direkte Isoliening und Identifikation dcr a- 
Sekretase mdglich ware. 



Es ist Aufgabc dcr Erfindung, Zellcn bcreitzustdlcn, die in dcr Lage sind, cin 
20 Amyloidvorlauferprotcin und cine a-Sckreiasc in ungcwOhniich groBer Menge zu 
exprimieren. Eine weiterc Aufgabe ist es, Zellen bereitzustellen, deren endogene 
a-Sekretaseaktivitat vermindert ist. Es ist femer Aufgabe der Erfmdung. ein Ver- 
fahren zur AufTindung phannazeutischer Wirksubstanzen anzugeben, die in den 
a-Sckretasestofifwechsel cingrcifcn, sowie ein Verfahren zur Identifiziening wei- 
25 tcrcr Sekrciascn. SchlicBlich ist Aufgabe dcr Erfindung, cin wcitercs Verfahren 
zur Bcslinunung dcr Anfalligkcit gcgentlbcr ncurodegencrativcn Erkrankungcn, 
insbesondere gcgeniiber Morbus Alzheimer anzugcbcn sowie cin Arzncimittcl 
gegen neurodegenanive Erkrankungcn, insbesondere gegen Morbus Alzheimer 
bereiizustellea Femcr sollen Tiennodelle wie transgene nicht-menschliche Tiere 
30 zum Studium von neurodegeneraiiven Erkrankungcn, insbesondere von Morbus 
Alzheimer bereitgestelh werden. 
Die Erfmdung besteht in einer rekombinanten Zellc. die 
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ein Substratproiein exprimienj das mindestens cinen Sequcnzbtrcich von 1 S 
AmmosSuren des humanen Amyloidvorliiufcrproteins (APP, amyloid prccxirsor 
protein) odcr cincs homologen Proteins umfafil, wobci der Scquenzbercich die a- 
SckrelasespaltstcIIc sowic 6 Aminosaiircrcste aminotcnninal und 12 Aminosaurc- 
5 reste carboxyterminal bczogen auf die a-SekrctascspaltstclIc cnthait und 

• entweder rekombinanle Nukleinsaure enthalt, umfassend tnindesiens ein Gen 
fur ein Proteaseproteii:. das entweder mindestens den/die fiir die proteolyti- 
sche AJoiviiat noiwendigen Sequenzbereich oder Sequenzbereiche der Disin- 
tegrin-Metalloprotcase ADAM 10 aus dem Rind {Bos taurus), aus dem Men- 

10 schen oder aus cinem andercn SSugetier tmifaflt oder ein Mutein einer Sauge- 
ticr Disintcgrin-Mctalloprotease ADAM 10 darslellt, das im wescnllichcn die 
glcichcn cnzymatischen Eigenschafien besitzt, wobei das Gen oder die Gene 
tmter der Konlrollc cincs hctcrologcn Promoters stchcn, 

• oder hetcrologc RKA codicrcnd fiir ein Substratprotein und fur ein Protcasc- 
15 protein. 

Eine weiiere AusfUhningsform betrifft eine rekoinbinantc Zc]le» die rekombinantc 
Nukleinsaure enthalt, umfassend entweder 

• mindestens ein Gen fiir ein Substratproiein, das mindestens cincn Se- 
20 quenzbereich von 1 8 Aminosauren des humanen Amyloidvorlauferpro- 

tcins (APP» amyloid precursor protein) oder eines homologen Proteins um- 
faBt, wobei der Sequenzbereich die a-Sekretasespaltstelle sowie 6 Ami- 
nosSurercstc aminotcnninal und 12 AminosSurereste carboxyterminal be- 
zogcn auf die u-SekietasespalistcUc enthalt, und 

25 • mindestens ein Gen fiir cin Proieascproiein. das cnrweder mindestens 
den/die fiSr die proteolytische Aktivitfit norwcndigen Sequenzbereich oder 
Sequenzbereiche der DisintegTin-Metalloprolease ADAM 10 aus dem 
Rind {Bos taurus), aus dem Menschcn oder aus einem anderen SSugeiier 
umfaflt oder ein Mutein einer SSugetier Disintegrin-Metalloprolease 

30 ADAM 10 darsiellL das im wesenllichen die gleichen cnzymatischen Ei- 
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gcnschaften besitzt, wobei das Gen oder die Gene unter der Kontrolle ei- 

ncs hctcrologen Promotors stchen, 
odcr heterologe RNA codierend fw ein Subsiratprotein und fur ein Protcascpro- 
tcin. 



Es wurde ubcrraschcnderwcisc gcftmdcn* dafl die an sich schon bckannie Disintc- 
grin-Metalloproteasc ADAM 10 die Eigenschaftcn dcr authcntischcn a-Sekrctase 
axifweist Die Disintegrin-Metailoproicase ADAM 10 aus dcm Rind wurde zuerst 

10 von Chantry et al. (1989) (J. Biol Chem. 264, Seiten 21603 bis 21607) gercinigt 
und von Howard el al. (1996) (Biochem. J. 317, Seiten 45 bis 50, Gen- 
Bank/EMBL-Datenbank-2ugangsnummerZ21961) kionicn. Auch das Homology 
des Menschen ist kloniert (Rosendahl et al. (1997), J. Biol. Chem. 272 (39), Sei- 
ten 24588 bis 24593, GenBank/EMBL-Datenbank-Zugangsnummer AF009615). 

1 5 Es war bishcr unbekanat was das natOrliche Substrat beider Enzyme in vivo ist 
Es wurde nun gcfiindcn, daB die Disintegrin-'Mctalloproiease ADAM 1 0, soweit 
bisher bekannt, allc Eigenschaftcn dcr a-Sckrctasc aufwcist, wodurch cs nun 
mfiglich \sx, Zellen hcrzustellen. die a-Sekrctase zusanunen mil APP in groflen 
Mengen exprimieren. 

20 Die erfmdungsgemai3en Zellen sind vorzugsweise S5uger2ellen, die mit Vektoren; 
die Nukleinsauresequenzcn enthalten. die fiir das Substratprotein und fiir das 
Proteaseprotein codieren, auf bekannte Weise stabil oder transient transfiziert 
wurdcn (bczOglich Transfektion siehe Sambrook et al.. Molecular Cloning, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 1989, New York, USA). Es kann wahlweise ein 

25 cinzigcr Vcfctor vcrwandt wcrden, der die Expression zwcicr Proteine crmoglichi 
(2.B. pIRESneo, Clonicch, Palo Alto, California, USA) odcr ein Gemisch ous 
zwci Vektoren, von dencn jcdcr die Expression cincs Protcint>ps bcwirkt. Altcr- 
nativ kOiuien die Nidclcinsauren, die fur das Substratprotein bzw. fur das Protea- 
seprotein codieren. jeweils getrennt voncinandcr stabil odcr transient transfizicn 

30 werden. Auflerdem kommcn viiale Expressionssysteme» 2J3. solche die auf SV40- 
Viren basicren. in Frage; 
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Ein andcrcs gccigncles Expressionssystem stellt die Injektion cines RNA- 
Gemischcs in Xcnopus Oocytcn dar. In diesem Fall wird DNA, die fiir das crsie 
bzw. zweite Protein codicn, in gecignctc Vcktoren kloniert, in v/rro-transkribicn 
und aJs Transkriptgemisch in Xcnopus Oocytcn injizicrt. In diesem Fall handcll cs 
3 sich bei dem Begrifr.jckombinantc Nukleinsaure" um hctcrologc RNA. Dcr Be- 
griff „hetcroIoge RNA*' bedcuici im Rahmen der Erfindung, daO die RNA sich 
von der cndogenen RNA untcrschcidei, da sie aus einem andcren Organisnus 
stammt Oblich ist cs, in Xcnopus Oocyien RNA zu injizieren, die aus Saugerzel- 
len stammt, also heterolog in bczug auf Xenopus isL 

10 

Auch Pfianzenzellen sind schon erfolgreich als Wirtszellsystem eingesetzt worden 
(Liiring und Witzeman (1995) FEES. Lett, 361 (1), Seiten 65 bis 69). Femer kann 
es sich bei der Zelle auch um eine Hefe, eine Insektenzelle oder um cine Bakteri- 
enzelle handeln. 

15 

Die crfindungsgcmaBcn Zellcn, weisen den Vorleil auf, dafi die a-Sekretase in 
solch glcichbleibend hoher Konzcntralion gcbildct wcrdcn kann, dafi dcr Nach- 
weis des Protcolyscprodukrcs in rcproduzierbarcr und einfachcr Weisc crfolgcn . 
kann. 

20 Dicser Voneil wird daduich bcwirkt, dafi durch emsprcchende Wahl der rekombi- 
nanten Nukleinsaurc(n) die Mengc an Transkripten, die filr das Proieaseprotein 
codicren, gestcuen werden kann. In der crfindungsgcmaBen Zellcn wird das Pro- 
teascprotein also unter Zuhilfenahmc rekombinater Methoden erzeugt. 
Damit die Funktion der Protease verfolgt werden kann, miissen die erfmdungsge- 

25 mafien Zellcn ein Substratprotein exprimiercn. Dies kann endogen crfolgcn, das 
hcifit der vcrwendete ZcUtyp stelh naiurlicherweise das Substratprotein iiber eine 
ausreichende Zeitspanne im Lebenslauf einer Zelie her, die die Beobachtung der 
Funktion der Protease zulafit. Hierbci ist zu bcachien, dafi das Substratprotein von 
praktisch jedcr Saugerzclle gcbildct zu werden scheint. Insbesondere exprimiercn 

30 auch Zellcn aus Zclllinicn wic HEK 293 ein Substratprotein (siehe Beispiel 8). 
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Auf besonders effektive Weise wird das Substratprotein durch rekombinantc Me- 
ihodcn bcTciigcstellt. Hierdurch kann Substratprotein in weit grfiflerer Menge 
produziert wcrden als dcm cndogcnen Proteinspiegel entsprichi (siehe Beispiel 
11). 

5 

Es wcrden in der Kegel Exprcssionsvcktorcn cingesctzi, die besonders starkc 
Promoiorcn wic den Cyioracgalic-Viruspromotor (CMV-Promotor) oder cinen 
induzierbaren Promoter wic den MMTV-LTR-Promotor (Lee et al. (1 98 1) Nature 
294, Seite 228) besitzen. Dicsc Promotorcn bewirken cine reproduzierbare und 
10 vergleichsweise starke Transkription der Gene, die fiir das Substratprotein bz\v. 
das Protcaseprotein codieren. 

ErfuidungsgemaB isl es erforderlich, da/3 die rekombinate Zelle rekombinantc 
NukJeinsaure(n) enthalt, die mindestens ein fur ein Protcaseprotein codicrcndcs 
15 Gen aufweiscn. Das Gen oder die Gene sind unter der Kontrolle eines heterologen 
Promoters, das heiflt unter der Kontrolle eines Promoiors, der die betreffendcn 
Gene in ihrer natOrlichen genetischen Umgebung nicht kontroUiert (Frcmd- 
Promoior). 

20 Vorzugswcisc weiscn die rckombinatcn Nukleinsaurc(n) zusStzlich ein Gen auf, 
das fiircin Substratprotein codicrt. 

UmfaUi die rekombinantc Nukleinsaurc(n) Gene, die fUr ein Substratprotein und 
ein Protcaseprotein codieren, so stehen mindestens das fiir ein Protcaseprotein 
codierende Gen, vorzugswcisc aber bcide Gene, d.h. das Gen fllr das Substrat- 
25 protein und das Gen fur das Proieaseproiein, unter der Kontrolle eines heterologen 
Promotors. 

. Der BegrifTGen bezeichnct im Rahmen der Erfmdung einen DNA-Abschnitt aus 
dem Gcnom einer Zclle, der fur ein bestimmtes Protein oder Polypcptid codiert. 
30 Dieser Begriff ersueckl sich im Rahmen der Erfindung und abweichend vom 
noimalen Sprachgebrauch auch auf die korrespondicrende cDNA dcs Genomab- 
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schnins. Die konespondicrende cDNA kann auf cine mRNA zurtickgehcn. die 
volbt^dig Oder unvollstandig gesphiBi ist. 

Ajidererseits kann durch die erwahnle Injektion in vitro transkribierter heirerolo- 
5 ger RNA in Xenopus Oocyten dcr Transkript-Spiecel direkt kontroJliert werden. 
Dxffch Steuening des Transkriptspiegels gelingt cine Steuemng der Translation, 
also letztlich eine Steueamg der Mencc an Genprodukt in der 2elle. 

Bei dcm Substratproiein handelt es sich entwedcr urn das humane Amyloidvorlau- 
10 fcrprotcin (APP. amyloid precursor protein, Schilling et al. (1991) Gene 98, Sei- 
tcn 225 bis 230, GcnDank/EMBL-Datenuank-Zugangsnummcr X06989. Y00297) 
Oder um cin homologcs Protein aus cincm andcrcn Organismiis, das iibcr minde- 
stens 770 Aininosaurcn mit dcm humancn Gcgenpart cincr Scqucnzidcnti*^t von 
86 % auf AminosSurecbenc aufWeist. Das Protein kann auch jcwcils nur einen 

15 Teil des APPs umfassen, der mindestens die putative a-SekrctasespaJtstclIc. bc- 
stimmt durch Esch et al (1990) Science 248, Seitcn U22 bis 1 124. mnfefit sowie 
die Bcreiche des APP, die an der Erkennxing der Spaltstelle durch die a-Sekretase 
beteiligt sind (siehe z.B. Sisodia (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, Seiten 
6075 bis 6079), Das Wort Spaltstelle oder Schnittstelle bczeichnel den z\\ischen 

20 zwci AminosSurcn cincr Proteinscquenz gclegcn Ort, an dera durch die Spaltung 
ncuc Termini cntstehen. Durch Erzcugung von APP-Dclctionsmutanxcn liiBt sich 
auf cincr dem Fachmann bckanntcn Wcisc die Erkcnnungsregion auf dcm APP 
identifiziercn. Das Substratprotcin umfaflt somit in der Rcgcl cincn Scquenzbe- 
rcich des APP odcr cincs Homologcn, der die a-Sckretascschnittslelle sowie die 

25 a-Sekretaseerkcnnungsregion beinhaltet. Hierbei wird ein Scquenzbereich von 6 
Anunosaurcresten, insbesondcre von 36 Aminosaurcresten amino terminal und 
von 12 Aminosaurcresten, insbesondcre 83 Aminosaurcresten carboxylermiDal 
bezogcn auf die a-Sckrctaseschnittstelle bevorzugt. Im Prinzip sind aber alle 
Protcinc gceignct, die den Scquenzbereich aufw-ciscn. dcr an dcr Erkcnnung dcr 

50 Spaltstelle durch die a-Sekrctasc beteiligt isi. 



WOOD/56871 ^ PCT/EPOO/O201S 

Das Proteaseprotein umfafli mindesiens den fUr die proieolytische AJctivitat not- 
wendigen Scquenzbeieich dcr Disimegrin-MetalJoproiease ADAM 10 aus dem 
Rind (Bos taurus) oder aus dem Menschen oder cines homoJogen Proteins. Al- 
tenativ kann das Proteaseprotein auch durch Mutation (Insertion, Deletion oder 
5 Austausch von AminosSuren) aus einer Saugeiicr Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 hcrvorgchcn (Mutein bcdeuiet mutienes Protein), solange die enzyma- 
tischen Eigcnschaflcn im wescntlichen erhalten biciben, das heiBt denen dcs 
Wildtyps im wescntlichen cnisprcchcn. Die Disinlcgrin-Metalloproteasen ADAM 
10 aus Mensch und Rind sowic aus Maus und Ranc sind bcvorzugt Dane ben fal- 

10 len auch homologc Protcine unier die Definition dcs Protcascprotcins, die Ubcr 
824 Aminosauren mit der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind 
Oder dem Menschen cine Sequenzidenuiai von 21 %, bevoizugi von 41 %, insbc- 
sondere von 61 vor allem von 81 %, am siaricstcn bevbizugt von 94 % auf 
Aminosaurecbene aufweisen. Bevorzugt umfaBt das Proteaseprotein den Sc- 

15 quenzbereich von 213 bis 455. insbesondere von 213 bis 748, vor allem von 1 bis 
748 bezogen auf die Disintegrin-Metalloprotease ADAM ID des Rinds in dcr 
maximal langen Form {full length) bzw. den Sequenzbereich von 213 bis 455, 
insbesondere von 213 bis 748 vor allem von 1 bis 748 bezogen auf die Disinte- 
grin-Metalloprotease ADAM 10 dcs Menschen in der maximal langen Fomi (fall 

20 lenph), 

Ein wcitercr Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahien zur AufQndung phamia- 
zcutischcr Wirksubstanzen. 

Das crfindungsgemaBc Verfahrcn isi gckcrmzcichnet durch die folgcnden Schrittc: ' 
23 a) BercitslcUung eincs obcn bcschriebcn Substratproteins, 

b) Bcrcitstcllung eincs obcn bcschriebcn Protcascproleins, 

c) Applikation einer Testsubstanz auf cine Zellc, auf cine ZcUfraktion oder 
auf ein Gemisch von Zellfrakiionen, die jeweils sowohl das Subsiratpro- 
icin als auch das Proieaseprotein umfassen, und 

30 d) Quantitative Bestimmung eines seit der Applikation der Testsubstanz ge- 
bildeten Proteolyseproduktcs des Substratproreins. 



wo 00/56871 



10 



PCT/EPOO/02018 



Durch das erfindungsgemaflc Verfahrcn isi cs mfiglich. auf cinfachc und rcprodu- 
zicrbare Weise den Effekt von phannazeutischcn Wirksubstanzen auf die a- 
Sckretaseaktiviiai zu testen und auf dicse Weise nach pharmazeutischen Wirksub- 
stanzen mit vorteilhaften Wirkungen zu suchen. Zu den voneilhaften Wiricungen. 

5 die bei der Behandlung von ncurodcgenerativen Erkiankungen, insbesoDdcre 
Morbus Alzheimer von Interesse sein k6nntc, gchOrt insbesondere die Stimualtion 
dcr a-Sekrctascaktivitat der Disintegrin-Metalloprotcase ADAM 10. 
Ein weilcrer Gcgcnstond dcr Eifindung ist somk die Verwcndung von Substan- 
zen, die die von der Zelle gcbildctc Protcinmcngc odcr die cnzymatischc Akiivitat 

10 eines Protcaseproieins beeinflussen, rur Hcrstcllung cincs Mcdikamcnts zur Be- 
handlung neurodegcneraiiver Erkrank^ingcn. insbesondere von Morbus Alzhei- 
mer, 

Die Bereitsiellung eines Substratproteins und eines Proteaseprotcins wird in der 

15 Regel durch zeiigleiche Cocxpression beider Proteinc in den geeigneten Wins- 
zellsystemen auf bekannte Art und Weise bewerkstelligt Gegebenenfalls ist die 
Induklion der Expression notwendig (bei induzierbaren Promotoren wie MMTV- 
LTR). Wurden ZelJen transient transfizicrt oder RNA injizicrt, so werden die 
Zellen zum Zeitpunkt der hdchsten Expressionsdichte entnommen. 

20 Das Verfahren kaim mit intakten Zellen durchgefuhrt werden. In diesem FaJle 
wird die Tcstsubstanz dem Kultunnedium zugegeben und die seit der Zugabe der 
Tcstsubstanz gebildctc Menge an Proteolyseprodukt des Substratproteins im Zel- 
liibcrstand bcstimmt Aliemativ konncn die Zellen aufgebrochen werden, wobei 
die Tcstsubstanz ciner Zellfiakiion oder ciner Mischung aus Zcllfraktionen zuge- 

25 seizt wird, die sowohl das Substratprotcin aJs auch das Proteaseprotcin umfaBt. 
SoUen Zcllfraktionen cingcsctzl werden, so ist es theorctisch auch moglich, Sub- 
suaiprotein und Proteaseprotein getrcnni in zwci Zcllinicn zu cxprimicrcn, die 
ZeUen aufzubrechcn und die Membianfraklioncn zu vereinigen. Bei Einsau von 
Zcllfraktionen erfolgt die quantitative Bestimmung des seit der Applikaiiou dcr 

30 Tcstsubstanz gebildeten Proteolyseprodukics nach Zentrifugaiion der Probe im 
Membraniiberstand. 
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Ein weiterer Gegenstand dcr Erfindung ist die Verwcndung cincs crfmdungsgc- 
maBen Proicaseprotsins zur protcohtischen Spalnjng eines ernndungsgemafien 
Substratproteins. 

5 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist cine rekombinante Zelle enthaltend 
eine rekombinante Nukleins5urc(n), die codiercn: 

a) fllr eine dominant negative Fonn der Disintegrin-Metallcprotease ADAM 
1 0 aus dem Rind (Bos taurus), aus dem Menschen oder aus einem anderen 
Saugeticr und 

10 b) gcgcbcncnfaJIs fiir ein Substratprotcin. 

Dominant negative Formcn der Disintegrin-Mctalloproieasc AD.^ 10 k6nncn 
durch Punktmutation in cincm bcsondcrs konscrviencn Bercich. insbesondcrc im 
aktivcn Zentnim dcs Enzymes, crhaltcn wcrdcn. Ein Bcispicl filr cine dominant 
negative Form dcr Disintcgrin-Mclalloprotcasc ADAM 10 ist die Mutantc E384A 

13 der Disiniegrin-Metalioproiease ADAM 10 des Rindes, die in den Beispielcn be- 
schricben und hier besonders bevorzugt ist. Emsprechende Mutantcn aus Mensch 
Oder einem anderen SSugetier sind ebcnfalls bevorzugt Die rekombinanten Zellen 
weisen den Vorteil auf; daB durch die Expression der dominant negativen Vorm 
die cndogene a-Sekrelascaktivitat fast voUstandig ausgeschaltet, was sich in einer 

20 venninderten proteolylischen Spaltung des ebenfalls exprimierten Amyloidvorlau- 
fcrproteins auflert. Dies erleichtert die Suche nach neuen Sekretasen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Auffindung weiterer 
Sekretasen oder pharmazcutischcr Wirksubstanzcn, umfasscnd die foigenden 
25 Schiittc 

a) Expression cincs Substratproteins und cincr dominant negativen Form dcr 
Disintegrin-Mculloprotcase ADAM 10 aus dem Rind {Bos {aurus\ aus 
dem Menschen ydcr aus cincm anderen Siiugeticr in cincr oben bcschrie- 
benen Zelle. 
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b) Expression eines wciteTen Tesiproieins in der Zelle und/oder Applikation 
ciner Testsubstanz auf die Zelle oder auf eine Zcllfraktion dicser Zelle, 
imd 

c) Quantitative Bestimmung eines gebildelcn Protcolyseprodukles des Sub- 
5 stratproteins. 

Dies Verfahren beruht auf der Erkeminis. dafi cine dominant negative Fonn der 
Disintegrin-Mctalloprotease ADAM 1 0 die cndogene a-Sckretascaktivitfit ciner 
Zclle, die dieses Protein cxprimicrt, unterdrilckt Erfindungsgcmafl wcrdcn in die* 
sem Verfahren nur Zcllcn oder ZcIImembrancn vcrwcndct, die die dominant ne- 

10 gaiivc Form aufwcisen. 

Das Testprotein wird uDicr Anwcndimg der dem Fachmann bekannten Tcchniken 
in derselbcn Zellc exprimien, die auch das Subsiratprotein und die dominant ne- 
gative Form coexprimieit Bei dem Verfahren wird gepruft» ob die Expression des 
Testproteins die Menge pro Zeiteinheit gebildeten Proteotyseprodukt des Sub- 

15 stratproteins erhoht. 1st dies der Fall, so ist dies cin starker Hinweis darauf dafi cs 
sich bei dem Testprotein um eine Sekretase handelt, die sich von der a-Sckrctase 
bzw. von der Disintcgrin-Metalloproieinasc ADAM 10 unterscheidet Durch Vcr- 
suche mit ktinstltchcn Pcptidcn (ctv.'a gemfifl Fig. 3) laBt sich kJaren, ob das Test- 
protein sclber eine Protcasc/Sekrctase ist oder die Aktivitfit ciner Protease nur 

20 bccinfluiit. Fcmcr kann eine Testsubstanz auf die Zelle oder auf cine ZcUfraktion 
dicser Zelle gegebcn werden, um fcstzustcUcn, ob die Testsubstanz die Aktivitat 
der Sekretase, die keine a-Sekretase bzw. nicht die Disinicgrin-Metalloproteinase 
ADAM 10 ist, becinfluflt. 

25 Ein weiterer Gegensiand der Erfindung ist die Vcrwendung einer dominant nega- 
tiven Form der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos tau- 
rus\ aus dem Menschcn oder aus cincm anderen Saugetier oder ciner Nukleinsau- 
rc, codierend fur eine dicser dominant ncgaiiven Formen, zur Unterdrilckung der 
a-Sekrctaseaktivitiit einer Zelle. 

30 

Bei einer bcvorzugtcn Form ciner crfindungsgcm^cn ZelJc codiert cine rckombi- 
nantc NukleinsSurc cin Substratproicin, das cin Fusionsprotcin aus cincm Marker- 
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protein Oder cinem Enzym und dem Amyloid vorlauferproiein darsiellt. Der ami- 
noierminaJe Sequenzbcreich dcs Fusionsproieins wird von dem Markerprotein 
(wie GFP, Green fluorescent Proiein\ cinem Enzym odcr dem katalytisch wirk- 
somen Tcil eines Enzyms und der carboxytciminale Sequenzbcreich vom Amy- 
5 loidvoriauferpiotein oder einem Teil des Amyioidvoriauferproteins gebiidet. 

Bex ciner bevorzugtcn Fonn der erflndungsgemaBen Zelle handelt es sich bei dem 
Enz>'m urn die aJkalische Phosphatase SEAPs, der gegenfibcr der Wildtyp- 
Variante SEAP die 24 carboxytemiinaJen Aminosauren fchlen (SEA? : Soluble 
10 Human Secreted Alkaline Phosphatase). Diese SEAP-Variante ist verkurzt, urn 
die Anhcftung dcs Enzyms tibcr GPl-KoppIung zu verhindem. Nuklcinsaure, die 
fur SEAP codicrt, isi kommerziell erhaltlich (pSEAP, Tropix Corp., Bclford, 
Massachuscns, USA, Gcnbank-Zugangsnummcr U09660). 

13 Bei cincr bcvorzugtcn Form der crfindungsgemaBen Zelle codicrt ciner rekombi- 
nante Nukleinsflure ftlr ein Substratprotein, das eine Sequenz gemafl SEQ ID- 
No.:! aufw'eist. Dieses Protein siellt ein Fusionsproiein aus SEAPs und den 119 
carboxyterminalen Aminosauren des humanen Amyloidvorlauferproteins 
(APP119) dar. Dieses Protein wird z.B. von eincr Nuklcinsaure gemafl SEQ ID- 

20 No.:2 codicrt- Diese Nuklcinsaure kann Bestandteil eines Expressionsvektors sein 
z,B. geraaB Vektor 136.1 (pcDNA3-SEAPs/APPii9, siche Fig. 1) oder gemafl 
Vektor 137.11 (pcDNA3-SEAPs/APP,,9_ADAM10-HA, siehe Fig. 2). 

Bei ciner bevorzugten Ausfiihnmgsform eines der crfindungsgcmaBen Verfahren 
25 erfolgt die quantitative Bestimmung des Proteolyseproduktes durch einen enzy- 
matischen Test, bei dem von der katalyiischen Aktivitat der Probe auf die Mcnge 
an Proteolyseprodukt geschlosscn wird. Dies Verfahren kann z.B. untcr Verwen- 
dung von crfmdungsgcmfiBcn Zellcn durchgcfuhrt wcrdcn, die cin Subsiratprotcin 
gemafl SEQ ID-No-:l cxprimicrcn. Durch die a-Sckretascaktivitai der Disintc- 
30 grin-MeiaJIoproiease ADAM !0 wird der aminoterminale Teil des Substratpro- 
teins abgcspaiicn. Da dieses Proteolyseprodukt alkalische Phospfaaiaseaktiviiiii 
hat, iafli cs sich im Zcll- oder MembranUbersiand zB, durch Chemilumincszenz 
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nachweisen. Hierbex kSnnen handelsubliche Testsysiemc wic Phospha-Light" 
von Tropix Corp. (Bellbrd, Massachusetts. USA) verwandi werden. 
Die Abtrennung dcs Zcllilberstands oder des Zellmembranubentands nach Appli- 
kaiion der pharmazeutischen Wirksubstanz hat so zu erfolgen, daJJ sich die spezi- 
5 fische enzymaiischc AkiivitSt des Proteolyscproduktes durch den Abtrennvorgang 
nicht andert oder sich in reproduzierbarer Weise jindert, so daB Proteolyse- 
produktmenge und katalytische Akti vital korreJiert werden kann. 

Dei cincr wcitcrcn bcvorzugtcn Ausfiihnmgsfonn cines der crfindungsgcmaficn 
10 Vcrfahren crfolgt die quantitaiivc Bestimmung dcs Proteolyscproduktes durch 
cincn spektroskopischcn Test (wie Fluoromctric), bci dcm von der spcktroskopi- 
schen Eigenschaft einer Probe (wie Fluoreszenz) auf die Menge an einem be- 
stimmien Proicolyseprodukt in der Probe geschlossen wird. Diesc Ausfilhnings- 
foini bietei sich an, wenn das Subsiraiprotein ein Fusionsprotein aus einem fluo- 
1 5 rcszeierenden Protein (wie GFP) und dem Amyloidvorlauferprotein darstelli. 

Ein weiierer Gegenstand der Erfindung sind Verfahrenen zur Bestimmung des 
Risikofaktors fur neurodegenerativen Erkrankungen^ insbesondere fiir Mobus Alz- 
heimer, Bei diesem Vcrfahren wird eine DNA-Probe der Testperson unter Einsau 

20 genspezifischer Primer gegen die humane Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 
der Polymerasekenenreaktionsanaiyse (PCR-Analyse, PCR-Reaktion) unterwor- 
fen, das Amplifikationsprodukt ggf. sequenziert und die Sequenz des Amplifikati- 
onsprodukies mit der bekanntcn Sequenz der humancn Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 verglichen. Die Anzahl und Position der Sequenzun- 

25 tcrschiedc, die sich in cincr andcrcn Aminosaurcabfolgc fiuBcn, Ififlt Riickschliisse 
auf den Risikofektor fUr neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere fxir Mo- 
bus Alzheimer zu. Hierbei wird angcnonuncn, dafl Scqucnzunterschiedc, die zu 
cincr Disintegiin-MeiaJloprotcase ADAM 10-Varianis mit beeinuachligier a- 
Sekretascaktivitai fiihren, cine Priidisposition fiir neurodegenerativen Erkrankun- 

30 gen, insbesondere fiir Morbus Alzheimer zur Folgc habcn. Femer kann das Am- 
plifikationsprodukt einer Schmeizpunkianaiysc unterzogen und auch auf diese 
Weise mil der bekannten Sequenz vergJichen werden. Fiir diesen Zweck werden 
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TemperaturgradicnteD-Gelelektrophorese und fluoreszcnzspcktroskopische Me- 
thoden eingesetzt (2.3. TGGE-Sysicm der Fa. Biomeira, LightCyler^ der Fa. 
Hoffnoann-LaRoche). Darauf' aufoauend kSnnen spezifische Gensonden gegen 
hximanes ADAM 10 oder dessen mmierte Varianten filr diagnosiische Zwecke 
5 eingesetzt werden (z.B. im Rahmcn der FISH-TechniJc {flvorsscem in situ hybrU 
disation) odcr mit Hilfe von DNA-Chips). AIs Gensonden kommen Nukleinsaurc- 
odcr Peptid-Nuklcinsaureoligomcre in Betracht. 

Ein wciiercr Gcgenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Bestimmung 
des Risikofaktors fiir neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere fUr Morbus 
10 Alzheimer, vfohti 

a) cine DNA-Probe der Tcstpcrsou unlcr Einsatz gcnspczlfischender Primer 
gegen die humane Dbintegrin-Mctalloprotcasc ADAM 10 der PCR- 
Analyse untcrworfen wird, 

b) und die Sequcnz des Ampliflkationsproduktcs mit der bckanntcn Sequenz 
> 5 der humanen Disintegrin-Mcialioproteasc ADAM 1 0 vcrglichen wird. 

Mil Hilfe von Gensonden wurdc der chromosomale Lokus von humancm ADAM 
10 auf Chromosom 15 bei 12.44 cR3000 zugeordnet (Yamazaki ei al. (1997) Ge- 
nomics 45, Seiten 457-459). Durch chromosomale Translokation oder auch durch 

20 AUeldeletion in Chromosomen (Bsp. Tumorsuppressorp53) kann es zu cinem 
Aktivitatsverlust von Genproduktcn kommen. Es ist daher m'cht auszuschlleflen, 
daB neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere Morbxis Alzheimer durch 
cincn Aktivitatsveriust der ADAM I O-Protease bedingt wird, welchcr aus einer 
chromosomalen Verilnderung resultien. Durch Vcrwendung von ADAM 1 0- 

25 Gensonden lieBe sicb ein Fehlen.oder eine falsche Lokalisierung des ADAM 1 0- 
Gens bcsiimmcn und als diagnostischer Parameter einer Pradisposition fur neuro- 
degcnerativen Erkrankungen, insbesondere fiir Morbus Alzheimer nutzen. 

Ein weiicrer Gcgcnsiand der Erfmdung ist somit cin Verfahren zur Bestinmiung 
des Risikofaktors fiir neurodegenerative Erkrankxmgcn, insbesondere fur Morbus 
30 Alzheimer, wobei die latsachliche chromosomalen Lokalisierung des Gens der 
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Disintegrin-MetalJoproiease ADAM 10 mit seiner nonnaien chromosomalen Lo- 
kalisierung. Chromosom 15 bei 12.44 cR^ooo. verglichen wird. 

Eine Verringemng der Aktivitat der ADAM 10-Protease kann dariibcr hinaus 
5 durch eine verniinderte Transkripdon des ADAM 10-Gens bcdingt wcrden. Die 
Egizienz der Transknplion des ADAiM 10-Gens laBt sich dxirch die Quantifizie- 
rung der ADAM 10-mRNA ermittcln und als Parameter bei der Diagnose von 
neurodegenerativen Erkrankungen,' insbesondere von Morbus Alzheimer oder 
auch zur Diagnose einer Pradisposiiion dieser Krankhehen nutzen. Dazu muiJ die 

1 0 ADAM 1 0-mRNA aus Zell- oder Gewebeproben isolieit und quantifiziert werden. 
Zur dirckten Quanlifizicrimg der mRNA biclet sich die sogcnanntc Northcm-B lot- 
Analyse an. Eine z.B. radioaktiv markiene, zur ADAM 1 0-mRNA komplcmcnia- 
re Nuklcinsaurcsondc hybridisien dabei mil der ADAM 10-mRNA. Die Mengc an 
spezilisch gcbundener Sonde wird anschlieBcnd, nach den dem Fachmann be- 

1 5 kannten Methoden, quantifiziert Die ADAM 1 0-mRNA kann nach bekanntcn 
Meihoden zunflchst in einzelstrangige, komplementarc DNA und dann in doppel- 
strangigc komplementarc DNA (cDNA) umgcwandek wcrden. Sowohl die cinzel- 
strSngigc als auch die doppelsu-angige DNA lilfli sich durch dem Fachmarm be- 
kannte Methoden, wie z.B, Echtzeit-PCR, DN A-Mikro-Array-Analyse. DNA 

20 Chiptechnologie etc., quantifizieren. 

Ein weiierer Gegensiand der Erfindung ist somit ein Vcrfahren zur Bestimmung 
des Risikofaktors fur neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere fiir Morbus 
Alzheimer^ durch quantitative Bestimmung der mRNA-Mengen von humanem 
ADAM 10 aus Zell- und Gewebeproben, umfassend einen der foigenden Schritte: 

25 a) Isolierung und Quantifizienmg der ADAM ! 0-mRNA, 

b) Einzel- oder doppelstrSngige cDNA die ADAM 10-mRNA umgeschrie- 
ben wird welche daim quaniifiziert wird, 

c) die ganze -Nukieotidsequenz von ADAM 10 oder Teile davon zur Quanti- 
fizierung minels Hochdurcnsaiz-ExpressionsanaJyse (2.B. DNA-Chip- 

30 Technologic u. DNA-Micro-.^rray) cingesetzt wird. 
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Die a-Sekreiaseakiivital von ADAM 10 lafit sich dutch Akrivalorcn der Protein* 
kinase C stimulieren. ADAM 10 besitzt in seinem Carboxyllerminus cinen Threo- 
ninrest in AminosSurcposilion 719 (T719)» welcher cine Proteinkinase C- 
5 Phosphorylicnmgsstcllc darstellt Es ist nahcliegend, dall die AktivitSt von 

ADAM 10 durch Phosphorylierung an Threonin 719 gesteigcit wird. Fiir den Ak- 
tivitatsvcrlust von ADAM 1 0 konnie dahcr cine fchlcndc, oder zumindcsi cine 
vcnnindtrte, Phosphorylicning von ADAM 10 vcrantwortlich scin. Mcthodcn, 
mit dcncn der Phosphorylierongsgrad von ADAM 10 bestimmt werdcn karui, 

1 0 konnen dahcr zur Diagnose von neurodcgencrativen Erkrankungen, insbesondere 
von Morbus Alzheimer und zur Diagnose einer PrSdisposiiion dieser Kranheiten 
angewsndet warden. Die Quaniifizierung des Phosphorylicrungsgrades von 
ADAM 10 kann an Zell- oder Gewebeproben durchgcftlhit werdcn oder auch an 
aus diesen Proben isoHcitem ADAM 10 erfoigen. Durch zwcidimensionaie Po- 

1 5 lyacryJamid-Gclelektrophoresc und anschliefienden Elektroiransfer kann ADAM 
10, gctrennt von anderen Proteinen einer Zell- oder Gewebeprobe, auf protein- 
bindenden Membranen dargestellt werdcn. Die Phosphorylierung von ADAM 10 
laBt sich anschlieDend, gegebenenfalis nach Tryptischem-Verdau, durch Massen- 
spektromeu*ie^ durch Anti-Phosphothreonin-AntikOrper oder durch noch zu ent- 

20 vvickelndc Anti-Phospho-ADAM lO-AntikSrper quantifizieren. Mit den gleichcn . 
Methodcn laflt sich auch der Phosphorylierungsgrad von gereioigtcm ADAM 10 
crmittcln. Es konnen auch Experimente hcrangczogen werden, mit denen man die 
Menge an Phosphothrconin bestimmt, bzw. bci denen man cine Dephosphorylic- 
lung von Phospho-ADAM 1 0 nach bckanntcn Methodcn quantitativ durchfuhrt 

25 (Ausubcl ct al. (Hrsg.) (1995) Current Protocols in Molecular Biology, John Wi- 
ley & Sons, New York). 

Ein wciierer Gegcnstand der Erfmdung ist sorait Verfahrcn zur Bestinunung dcs 
Aktiviiatszusiands von humanem ADAM 1 0 durch Quantifizierung des Phospho- 
r>'licningsgradcs von humanem ADAM 10 in Zell- und Gewebeproben. wobei 
30 entweder 
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a) ADAM 10 isoliert wird und sein Phosphorylierungsgrad entweder durch 
Massenspcktromeuie. durch spczifischc Anti-Phosphoihrconin- 
Antikoipcr, durch Quaniifizicrung dcr AminosSurc Phosphothreonin oder 
durch Dcphosphorylieiung (Phosphatase-Assay) von ADAM 10 bcstimrat 

5 vvird, odcr 

b) Zcll- odcr Gcwcbcprobcn dirckt in cine Protcomanalysc cingcsctzt wcrdcn 
und der Nachwcis von phosphoryliertem ADAM 10 wic unter Punkt a) be- 
schrieben erfolgt. 

10 Zum gencrelien Nachwcis und zur Quantifizlening von ADAM 10 in Zell- und 
Gewebeproben bicten sich darUber hinaus spezifische, ADAM 10 erkennende 
Antikorper und Anlikorperderivate an. Untcr Aniikorpcrderivaten werden hier 
rekombinante Einzclketten-Antik8rper und auch rekombinante Phagen verstan- 
den, die rekombinante Einzelketten-Antikorper emhalten. Spezifisch ADAM 10 

1 5 erkennende Antikorper konnen daher zur Diagnose von neurodegenerativen Er- 
krankungcn, insbesondere von Morbus Ahheimer und zur FcststelJung ciner Pra- 
disposition fur neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere fiir Morbus Alz- 
heimer verwendet werden. 

Bin weiterer Gcgenstand der Erfindung sind somil Antikorper oder Antikorperde- " 
20 rivale, die ein Proteaseprotein spezifisch binden 

Folgende transgene nicht-racschlichc Ticrc sind weiterc crfindungsgcmaflc Ge- 
gcnst^de. 

a) Transgcncs nicht-mcnschliches Tier, das rekombinate NuklcinsSurc, codierend 
25 fiir ein Proteaseprotein odcr ftir cine dominant ncgaiivc Form dcr Disintcgrin- 

Metalloproiease ADAM 10 aus dcra Rind (Bos raurus), aus dcm Mcnschcn 
Oder aus cinem anderen Siiugcder aufweisl. 

b) Transgcncs nicht-mcnschliches Tier, aufwcisend einc zu cincr NukJcinsaurc, 
die fiir ADAM 1 0 eines SSugeiiers codicn, mindestens tlber einen Abschnin 

30 von 10 Basen kompIcmcni5rc rekombinante Nuklcinsaure. 
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Transgcne Tierc kSnnen im Rahmen der Erfindung homozygot oder heterozygot 
in bczug auf das Gen scin, das dcm Tier die tnmsgene Eigenschaft verJeiht Au- 
fierdem sind von dcm Begriff .^transgenes Tier** Menschcn nicht umlafit 

Transgcne Ticrc wcrdcn auf an sich bekaimlc Wcisc crzeugt. Hierbei wird bei 
5 cincr Ausfuhrungsform von Tier a) rckombinante Nukleinsaure verwendet, 2.B. in 
Form cincs Vcktors, die fur cin Proicascprotcin codiert. Bei einer anderen wird 
rckonabinanic NuklcinsSurc verwendct, zB. in Form cines Vektors, die fur cine 
dominai negative Form der Disintcgrin-Metalloprotcasc ADAM 10 aus dem Rind 
{Bos taurus), aus dcm Mcnschcn oder aus cincm anderen Saugciier codiert. 

, 10 Bet Tier b) wird cine sogenannte o/j/ueme-Nuklcinsiiurc vcr>\*cndct, die iibcr ci- 
nen Bereich von mindcsiens 10 Basen (vorzugcweise 15, insbesoncere 20 oder 30 
Basen) einer Nukleinsaure, die filr f^lr ADAM 10 cines Saugeiiers (auch eincs 
Menschen) codiert, komlementar ist, d.h. an die Nukleinsaure binden kann. 

]5 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der Tiere a) und b) als 
Ticnnodelle fur die Suche und die Erprobung von phannakologischen Wirkstof- 
fen gegen neurodegenerativen Erkran3cungen, spcziell gegen Morbus Alzheimer. 
Wcitcrhin konnen physiologische Vcranderungen oder Vcrhaltenseigenarten der 
Tiere AusschluB darilber gcben, welche Prozesse oder Esntwicklungsstadien eines 

20 Organismus durch ADAM 1 0 beeinfluBi werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer rekombinaten 
NukJeinsSure, codiCTcnd f^lr cin Proicascproiein oder filr cine dominant negative 
Form der Disintcgrin-Metalloprotcasc ADAM 1 0 aus dcm Rind {Bos taurus)^ aus 
25 dcm Menschen oder aus cinem anderen Saugeticr zur Eizcugung iransgencr Zel- 
len iihd iransgencr nichl-mcnschlicher Tiere und zur Gcnthcrapic. 

Die Verwendung einer Nukleinsaure, die fur die Disintcgrin-Metalloprotcasc 
ADAM 1 0 des Menschen codicn» isi bevor2ugi. Bei der Konstrukiion des Vcktors 
30 far die Gcniherapie wird die. Nukleinsaure gegebcnenfalls Qber einc Mehrfach- 
schnittslelle {multiple cloning site) in den Vekior so cingcbaui. dafi in einer ZcUe, 
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die mil dem so konstruierten Vcktor transfizicn ist. Expression der rckombinanien 
Disintegrin-Mctalloprotcase ADAM 10 fesistellbar ist. Durch das Einschleusen 
von Disiniegrin-Melalloprotease ADAM 1 0 oder eines katalyttsch aktivcn Teils 
derselben in die Zielzellcn im Rahmen der Gentherapie kfinncn a- 
5 Sekretaseakiivitatsdefekie von Zellen kompensicrt werden. Dadurch kdnnen die 
Sympiome von Morbus Alzheimer und anderer neurodegcncraiiver Erkrakungen 
zuruckgcdrangt wcrden. 

Ein wciicrcr Gcgcnstand der Erfindung ist die Verwcndung cincr zu cincr Nu- 
10 kicinsaurc. die fur ADAM 1 0 cincs Sauge tiers codicrt, mindcstcns ubcr cincn Ab- 
schnitt von 10 Bascn (voncugewcisc 15, insbcsondcrc 20 oder 30 Basen) kom- 
plemeniarc rekombinante Nukleinsaure zur Erzeugung von transgencn ZcIIcn und 
iransgenen aichtmcschJichen Tiercn und zur Genlherdpic. 

1 5 Ebenfalls zur Erflndung gehOrt also auch die Erzeugung von transgencn Tiercn, 
bci dencn cine ADAM 1 0-Proieasc, eine doniinant negativ wirkende Mutante der- 
selben, oder eine zur ADAM 10-DNA-Sequenz sntgegcngcsctzt komplementare 
(revers komplementare) NukleinsSure zusStzlich cxprimien bzw. transkribiert 
wird. Die zu transkribierende NukJeotidsequenz kann dabei untcr Kontrolle eines 

20 ubiquitar aktiven Promotors wie z.B. dem Cytomegalic. Viruspromotor (CMV- 
Promoior) stehen. Mit diesem ist cine Expression in alien Gewebcn mSglich. AJ- 
temaliv kann die zu transkribierende Nxikleotidsequenz unter Kontrolle eines ge- 
wcbsspezifischen Promotors stehen. Von besondercm Interesse sind hicr solchc 
Prorootorcn, die cine gehimspczifische Expression eriauben, insbesondere solche, 

25 die fur Ncuroncn und GliazcUcn spczifisch sind. Unter Verwendung des Promo- 
tors des Thyl-Glykoprotcins der Maus gelang cs bclspielswcise. das humane 
Amyloid-Voriaufcrprotcin in Ncuroncn von Mauscn zu cxprimicren (Moechars ct 
a!. (1999) J. Biol. Chcm. 274, Sciicn 6483-6492). In Analogic hicrzu konnic cine 
ADAM 10-Protcasc. dercn dominant negative Form oder cine cntgcgcngesctzt 

30 komplemcnitlrc Form in Ncuroncn vcn Mauscn cntwcdcr allcinc oder zusammcn 
mit Varianten des humanen Amyloid -Vorlauferproteins exprimicrt werden. Sol- 
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chc transgenen Tiere konnen als Modellsysteme zum Tcsten imd Auffinden von 
Pharmaka und zur Untersuchung der Amyloidprozessierung venvendet werden. 
Die Obercxpression einer proteolytisch alctiven ADAM 10- Protease sollie dabei 
die Entstebung von Amyloid- p-Peptiden verhindem bzw. zumindest verlangsa- 
5 mca Die Expression eincr dominani ncgaiiv wirkcndcn ADAM 10-Mutantc soUtc 
die Aktivitat dcr cndogcncn' ADAM 10-Protcasc hcmmcn und damii zu ciner 
vennchrten Entsiehung von Amyloid-p-Pcptiden beitragen. Eine zweiic Strategic 
zur Ausschaltung der cndogenen ADAM 10-Protease stelli die Transkiiption cincr 
zur ADAM 1 0-cDNA entgegengesetzi komplemcntaren DNA dar. Mit dieser so- 
10 genannten a/irrjenj^-Stralegie isi es moglich, die Expression eines endogenen 
Proteins in Zelikultur zu unterdrflcken (^ehe z.B. Volonte et al. (1999) FEBS 
Lett 445, Seiten 431-438). Das Ausschalten von Genen isi mit einem solchen 
Ansatz auch in vivo moglich (siehc z.B. Hayashi et al. (1996) Gene Therapie 3, 
Seiten 878-885). 

15 

Ein weiter Gegenstand der Erfmdung ist ein Arzneimittel, das einc rekombinante 
Nukleinsaure cnihiilt, die fiir ein erfindungsgemafies Pxoteaseprotein codicrt. 

Ein solches rekombinantcs Arzneimittel ist Z.B. ein Virus oder ein Vektor filr die 
GenlherapiCj dcr Nukleinsaure, die fur ein crfmdimgsgemaJJes Proieaseprotein 
20 codiert, aufwcisi. 

Als Arzneimittel kann weitcrhin cin katalytisch aktivcr, loslicher Protcinanlcil von 
ADAM 1 0 diencn. Dieses Polypcplid wird nach den dcm Fachmann bekannten 
Methoden rekombinant z.B. in Bakterien. Insekienzelien, Hefen oder cukarvonii- 
25 schen Saugcrzellen hergcsiellt und in reincr Form isoliert. Die Applizierung die- 
ses ADAM 10-Polypcptids crfolgt bevorzugt durch Injektion oder durch Resorp- 
tion. 



30 Die Erfmdung wird durch die nachfolgcnde Zeichnung nSher eriautert. 



WO00/56r7I 



22 



PCT/EPOO/02018 



Es zeigt 

Fig. 1 den Exprcssionsvektor 136.1, der filr cin Substratprotein codiert, das ein 
Fusionsprotein aus SEAPs und A?Fi darsteJJt. 

5 

Fig. 2 den Exprcssionsvektor 137.11, der auBer fiir das vorgenannte Fusions- 
protein f^ir cin Proteaseprotein codiert. welches aus cincr markicrtcn Di- 
sintegrin-Metalloprolease ADAM 10 bestchL 

10 Fig. 3 die proicolytischc Spaltung von Pcptidcn, die die a-Sckrctascschnittstcilc 
von APP aus dcm Rind umfassen. durch Disintegrin-Mcialloproicase 
.^AM 10. 

Fig. 4 die Expression und Dcglycosilicning der Disintegrin-Metalloproteasc 
15 ADAM 10. 

Fig. 5 die Sekretion von .\PPsa von unverSnderten HEK-Zellen (HEK 293, kurz 
HEK steht fiir hitman embryonic kidney) und von HEK-Zellen, die die Di- 
sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 exprimieren (HEK-ADAM 10- 
20 Zcllcn). 

Fig. 6 den Einflufi dcs Mctalloprotcasc ADAM 10 auf die Entstehung der Proto- 
lyscprodukie APPsa und plO. 

25 Fig. 7 den inhibicrcnden Effeki der dominant negativen Disintegrin- 
Metalloprotcase ADAM 10 (DN). 

Fig. 1 zeigt den Vekior 136.K der auf einem pcDNA3-Vektor (Invitrogen BV, 
Groningen, NiederJande) basicrt und in den cine Nukleinsaure einklomcrt wurde, 
30 die fiir ein Protein gemaB SEQ ID-No.: 1 codiert. Zur Konstruktion der Nuklein- 
saure wurde der Bereich. der die ersien 506 aminotenninalen AminosSuren von 
SEAP codiert duich PCR amplifiziert (Produkt: SEAPs-DNA). Als Matrize wur- 
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de der Vcktor pSBA? (Tropix Corp., Belford, Massachuscns. USA) benutzt. 
Durch PCR vvurdc einc BsrGl-Restrikiionsschninstcllc eingefilhn. Die codiercnde 
Region filr die Ictzten 1 1 9 carboxyteiminaJen Aminosauren des menschlichcn 
Amyloidvoriauferproicins wurden durch PCR auf der korrcspondicrcnden cDNA 
5 amplifiziert (Produkt: APPm9-DNA). Durch PCR wurde cine BsrGI-Schnitistelle 
am 5*-Ende der cDNA eingefUhrt. Die BsrGI-Schnittstellen der SEAPs-DNA und 
APP|i9-DNA wurden filr die KonsL-uktion ciner NukleinsSurc eingesetzt, die fur 
das SEAPs/APPiiy-Fusionsprolcin gcmafl SEQ ID-No. :1 codiert, eingesctzt. 

10 Fig. 2 zcigt den Vcktor 137.11, der Sequenzbereiche enthah, die fur das vorge- 
nanntc Fusionsprotcin und einc mil einem Marker (Influenza Hemagglutinin (HA) 
Epitop tag) markicrtc Disintcgrin-Mctalloproteasc ADAM 10-Variantc codieren. 
137.11 basicrt auf dcm Vektor pcDNA3 der Firma Invitrogcn. 

15 Fig. 3 zeigi die proteolytischc Spaltung von Peptidcn, die die SteDe der a- 
Sekretascspaltung von APP durch ADAM 10 umspanncn.. 

(A) Ordinate: relative Absorption [220 nm], Absissc: Zeit [minj. Pcptidsubstrate 
wurden in SpaltungspufFer in Abwesenheit (linker Graph) oder in Anwescn- 
heit von ADAM 10 (rechter Graph) 6 Siunden bei 37''C inkubieit und an- 

20 schlieBcnd der HPLC-Analysc unrcrzogen. Die Sterne kennzcichnen die Pep- ' 
tidsubstratc und die Zahlcn, die gcnericrtcn Produktc: 1 : EVHHQK-OH; 2 : 
LVFFAEDVGSNK-NHj; 3 : LVFFGEDVGSNK-NII2. 

(B) CD-Spehrcn von APP-PepU*den. Ordinate: ElliptizitSi [9] (deg x 1 0*^); Absis- 
sc: Wellenlange [nm]. Die Peptide wurden in 20 mM Tris/HCl pH 8,3, 250 

25 mM NaCl bei einer Endkonzentration von 0,5 mM gelost. Die Messungen 

wurden in Gegenwan von 0,5 % Natriumdodecylsulfat (SDS) axisgefUhn. 

Fig. 4 zcigt die Expression und Deglycosilicrung der Disintegrin-Metalloprotcase 
ADAM 10 

30 (A) nach Transfekiion von HEK-Zcllen und HEK-APPt95-Zellen mit ADAM 10- 
cDNA wurden ZcHysaie mit monoklonalcn Anti-HA-Antikorper immuno- 
prczipiiicn, dor Dcglycosilicmng mil PNGase F (Spur 3) unicrworfcn odcr 
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direkt durch ein 4-12 % NuPAGE-Gelsystem und Western Blot analysiert. 
HEK-APP695-2enen sind HEK-ZcIIen, die ein humanes 695 Ajninosauren 
grofies Amyloidvorlauferprotein (GenBanlc'EBML-DatenbanJc-Zugangs- 
nummcr: Y00264) exprimiercn. Immunoblots wurden mit dera ECL- 
5 Dcicklionssystem (Phannacia& Upjohn GmbH, Eriangcn) durchcefuhrt. 

(B) IIEK und HEK-ADAM-lO-Zcilcn wurden mit 0^3 mg/ml Sulfo-NHS-LC- 
Biotin (Pierce, Rockford, Illinois, USA) in PBS 30 min bei 4^C inkubiert 
Nach Immunoprazipitation mit dcm monoklonalen Anti-HA-Antik6rpcr 
(16B12) und Elution des Immunkomplcxcs wurden 4/5 des Eluats mit Slrcp- 
10 tavidin (a), inkubiert, wShrend das vcrbiicbenc FOnftcl direkt cincr 10 Vo-igcn 

SDS-PAGE unterworfen wurde (b) und anschlicflend auf PVDF-Mcmbrancn 
geblottet wurde. Die Detcktion wurde wie oben beschrieben durchgefUhrt. 

Fig. 5 zeigi die Sekretion von APPsa von HEK- und HEK-ADAM-lO-Zellen. 
15 (A) Die Zellen wurden in Gegenwart der bezeichneten Verbindung inkubiert. 

Nach 4 Stunden wurde das Medium gesammelt, die Proteine prazipitiert und 
einer Immunoblotanalysc mit dem monoklonalen Antikorper 6E10, gefolgt 
von cincm sckundarcn (^^SJ-markierten Anti-Maus-lgG-Aritikoiper, untcrzo- 
gen. 

20 (B) Quantitative Analyse des sekretienen APPsa, Die APPsa entsprcchcndcn 
radioakliven Banden wurden mit Hilfe eines Bio-Imaging Analyzer BAS- 
1 800 quantifiziert Die Mefiwerte wurden wie in dem Beispiel beschrieben. 
auf verschiedenc Proteinmcngen nonniert. Die Ergebnisse wurden als Pro- 
zentwertc von sekretiertem APPsa in nicht-rekombinanten Vergleichs-HEK- 

25 Zctlcn ausgcdrtJckt und die Standardabweichungcn aus mindcstens drei un- ' 

abhangigcn Expcrimenlcn anecgebcn. Ordinate: Sekretion von APPa [Pro- 
zentwerl der Wirkung in HEK-Zellen]. Absisse: Probennummcr, dicselbc 
Kumerierung wie in (A). 

30 Fig. 6 zeigi den EinfluB der Disintegrin-Metalloprotease AD.AM 1 0 auf die Ent- 
stehung der Proteolyseprodukte APPsa und pi 0. 
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(A) HEK und HEK-ADAM-lO-Zellen wurden mil 200 uCi/ml ["'^S] L-Melhionin 
und Cystein funf Stunden meiabolisch markiert. Die Kulmmiedien burden 
mil dem polykJonaJen AntikSiper 1736 immunoprszipiticrt und einer 10 %• 
igen SDS-PAGE unterzogen. Die Analyse wiirde mit dem Bio-Imaging Ana- 

5 lyzer BAS-1800 durchgcfiihrt APPsTjia bczcichnet das Protcolyseproduku 

das durch a-Sekreiase-Einwirkung auf eine APP-Variante, welche 751 
Aminosauren umfaBt, entsteht. 

(B) Die Zellysate wurden mil dem AntikOrper C 7 immunoprczipiiiert. Die Pro- 
ben wurden mit Hilfe cines 10-20 %-igen Tris-Tricine Gel (Novex) getrennt 

10 und wie oben beschrieben analysiert 

(C) Quantitative Analyse von intaktem APP, das die ganze Lange aufweist (Holo- 
APP), und plO. Die enisprechencen radioakiiven Banden wurden wie in Fig. 
5 qiaanrifiziert. Die Wene von plO wurden auf die HoIo-APP-Spiegel nor- 
micrt. Die Ergcbnissc vier unabhangiger Experimente wurden mit den em- 

15 sprcchcndcn Standardabwcichungen angegeben. Die statisiische Signifikanz 

zvnschen Vcrglcichszellcn und HEK-ADAM-lO-Zellcn wurdc mit Hilfe dcs 
ungepaartcn Student's /-Test besliramt (*, P<O,005). 

Fig. 7 zeigl den inhibierenden EfTekt der dominant ncgativcn Mutanie DN dcr 
20 Disintegrin-Mctalloprotease ADAM 10. 

(A) Endogene Expression der Disiniegrin-Metalloprotease ADAM 10 in HEK- 
Zellen. ADAM 10 mRNA von MDBK und HEK-Zellcn wurde mit eincm 
Oligonucleotid, das spczifisch fur die bovine und die humane ADAM 10 
mRNA ist, revers translcribiert und anschlicBend amplifiziert. was Fragmente 
25 mit 541 Basenpaarcn ergab. Als Vergleich wurden HEK-Zellen, die vor dem 

. Reverse-Transkriptase-Schiin mil RNase A behandelt worden u-aren, einge- 
setzL Als Standard wurde der DNA-Molekulargewichtsmarker VI (St, siehe 
Abbildung) von Boehringer Mannheim eingesetzt. Die Fragmente zwischen 
1230 und 154 Basenpaarcn sind gezeigt. 
30 (B) HEK und HEK/DN-Zellen wurden in Abwesenheit und Anwesenheit von 
I pM PMA inkubiert. HEK/DN-Zellen sind Zellen. die die dominant ncgati- 
vcn Mutante DN dcr Disintegrin-Mctalloprotease ADAM 10 expriraicrcn. 
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Nach vicr Stundcn wurdc das Medium gcsammelt, die Proteine pr2zipitictt 
und einer InununoblotanaJyse, \vic in Fig. 5 beschiicben, untcrzogen. 
(C) Quanitaiive Analyse des sekretienen APPsa. Die radioaktivcn Banden geho- 
ren zu APPsa und warden quantifizien, wie in fig. 5 beschricben. Die Er- 
5 gebnisse sind als Prozeniwerte des sekretienen APPsa in Vergleichs-HEK- 

Zcllcn ausgedrilckt \ind als Mittclwcrtc von miadcstens drei unabhangigen 
Expcrimcntcn angcgcben. Die Fchlerbalken bezichcn sich auf die Standar- 
dabwcichungcn. Die statistische Signifikanz zwischen Kontrollzcllcn und 
HEK/DN-Zellen, mil und ohne PMA-Bchandlung, wurde durch den ungc- 
10 paarten Student^s r-Tcsi besummt (♦, P<0,005; P<0,001). 

Ordinate: Sekreiion von APPa [Pro7£ntwcrt der Wirkung in HEK-Zelien]. 



15 Die Erfindung wird nSher durch die nachfolgenden Bcispiele beschrieben. 
Materialien 

Die Peptide wurden mil dem Fcstphasenvcrfahren unter Verwendung von Fmoc- 
Chemie auf dem 9050 + Millipor Peplidsynthesizer s>'nlhesicrt. BB-3103 wurde 

20 von der British Biotech zur Verfilgung gestellt Die Antikdrper.und ihre Quellen 
warcn: Anti-HA-Epitop-IgG (monoklonaJcr Aniikorper iGon 16B12 aus der 
Maus, BAbCO; polykbnalcr Antikorpcr Y-11 aus dem Kaninchcn, Santa Cruz 
Biotechnology), Anti-Kanninchcn-Ig-Mccrrcttichpcroxidasc-gckoppchcr AntikSr- 
per und [^^S] anti-Maus-IgG-Antikorper von Amcrsham Phannacia Biotech. An- 

25 likdiper gcgen APP: monoklonalcr Antikorpcr IgO 6E10 aus der Maus von Scnc- 
tek; polyklonaler AniikOipcr 1736 aus dem Kaninchen und C7 wurden von Den- 
nis J. Selkoc zur Verfilgung gestellt. Weiterc Chemikalien sind in Tabelle 1 aufge- 
fuhrt. Sofem nichl anders gekennzeichnct sind sSmtliche Losungen wassrig. 



30 Tabelle 1: 



CHAPS: 


3-[(3-Cholam]dopropyl)Dimethylammonio]-l-PropansuIfonat 


EPPS: 


N-[2-Hydroxyethyl]PjpeTazin-N*-[3-Propansulfonsaure] 
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PBS: 


8g/l NaCl; Oa g/I KCl; 1.44 g/l NajHPO*; 0.24 g/l KHjPOi: pH 7,0-7.5 


PMA: 


Phorbol- 1 2-myristat- 1 3»acetat 


TBS 


8g/l NaCl; 0^ g/l KCJ; Sg^l Tris/«C1; pH 7,0-7.5 


TCA 


Trichloressigsaure 


TFA 


Trifluoracciat 


Tris 


Tris(Hydroxynicihyl)Ajiiinomeihan 



Bei5piel 1 

Reinigung der Disintegrin-Metalloproiease ADAM 10: 

Die Disintegrin-Meialloprotease ADAM 10 wurde aa<; Rindemierenplasma- 
5 menbranen nach dem Verfahren von Howard und Glynn (Meth. EnzymoJog)' 
(1995) 248, Seitcn 388 bis 395) bis zur Homogenitat aufgereinigi. Nach dem 
D£AE-Sephacel-Schritt vvurden aktive Frakiionen direkt auf eine Hydroxylapatit- 
saule aufgegeben. die mil 20mM Tris/HCl pH 7, 0,1 mM K2HPO4 imd 03 % 
CHAPS Squilibriert wordcn war. Abives Enzym wurde mit 51 mM Kaliumphos- 

10 phat pH 7,0 eluiert. Eine Analyse Enzymaktivitai enthaJiener Proteinfraktionen 
mil SDS-PAGE ergab cin Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 62.000. 
Aminotcrminalc Scqucnzanalyse ergab cine Aminosfiurcsequcnz von 
TTVXEKNDCQLYIQTDXXFF, die identisch mil der von Rindcr-MADM ist 
(Howard ct al. (1996) (Biochcm. J. 317, Sciicn 45 bis 50) cbcnfalls bekarmt als 

13 .^AM 10(Wolfswcrkctal.(1995)J. CcUBiol. 131. Seitcn 275 bis 278). 

Beispiel2 

Proteaseiestverfahren zur Bestimm une der Substratspezifitat: 

Peptide einer Endkonzentration von 0.3 mM wurden mil 2 jig gcrcinigten Enzym 

20 in 50 jil 50 mM EPPS pH 8.3. 250 mM NaCl bei 37"C 30 Minuten oder 6 Stunden 
inkubiert. Die Reaktionen wurden mil 2 pi TFA gesioppt. MeGproben wurden mil 
Hilfe von HPLC auf einer Vydac (The Separation Group, Hesperia, Calif. USA) 
RP 18 SSule (5 ^im. 250 x 4,6 mm) anaJysieit. Die Peptide wurden mit einem Puf- 
fersystcm von 0.1 % TFA in Wasser (Puffer A) und 0,1 % TFA. 9,9 % Wasser, 90 

25 % Acetonitril (Puffer B) aufgetrenni; wobei der folcendc Gradient angelegt wur- 
de: 0 % B, 5 Min.; 0 bis 70 % B innerhalb 45 Min. Das Molekulargewicht der 
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ProteolyseproduJae wurde mit ESI-Massenspektromeirie bestimmt Fur die Bc- 
rcchnung der prozenraalcn SpaJtung wurde die PeakflSche, die ein Pcptid creab, 
das ohnc Enz>'m inkubien und ansonsten identisch behandeli wurde. ais Refcrcnz 
fur 100 % hcrangezogcn. 

5 

Beispiel 3 

Circuiardichroismusspektoskopie: 

CD-Messungcn wurden auf cincm Jasco J 720 Spektropoiarimeicr bei 4°C durch- 
gcfuhrt. Die Schichtdickc dcr Quarzmc/3zcllc bctrug 0,1 mm. Die Mcssungcn 
1 0 wurden bei cincr Pcptidkonzcntration von 0»5 mM in 20 mM Tris/HCl bei pH 8.3, 
250 mM NaCi in Anwesenheit von 0,5 % (w/v) SDS durcHgefuhit. AJs Ergcbnis 
mid die EllipdzitSt [6] (deg x 1 0"^) aufgefUhn. 

Beispiel 4 

Klonierung und fiinkti onelle Expression der Disintegrin-Metaiioprotease ADAM 
10: 

PCR-Primer, die auf die Nukleotidsequenz mit der GcnBank/EMBL-Datenbank- 
Zugangsnummer Z2196! passen, wurden benutzi, um die cDNA der Disintegrin- 
MetalJoprotease ADAM 10 aus dem Rind aus einer Rindemicren-cDNA- 

20 Bibliothek zu amplifiziercn. Die cDNA von ADAM ! 0 wurde ohne das Original- " 
Stop-Codon amplifjzicn. Siatt dessen wurde einc Kpnl-Schnitistellc eingefuhit 
und fOi die Fusion der ADAM )0-cDNA mit cincr synthetischcn DKA-Kassctte, 
die fur das Influeaza-Hamagglutinin (HA}-Epitop-tag (YPYDVPDYA) codicil, 
bcnutzt Dcr Verglcich dcr klonicrtcn Nuclcotidsequenz von Rinder-ADAM 10 

25 \vurde mil dcr publizicrtcn Original-Scqucnz [Howard ct al (1996) (Biochcm. J. 
317. Sciien 45 bis 50, CenBank/'EMBL-Datenbank-Zugangsnummer 221961] 
vergiichen und zeigte die folgcnden Austausche: C700T, C2122T und C225IT 
(die NukJeotidkoordinaten entsprechen der Sequenz mit der Zugangsnummer 
Z21961). Die Austausche verandcra nicht die Aminosaurenabfolge. 

30 

Zur Expression der carboxyierminal HA-markicrten Disintegrin-Metailoprotease 
ADAM 10 wurde der Hxprcssionsvektor pcDNA3 (inviirogen BV, Gronningcn, 
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Niederlande) benuizt. Die stabile Transv'elction von HEK-Zellen wurde nach der 
Calciumphosphat-Prazipitaiionstechnilc durchgcfuhrt Zur Selekuon transfiziener 
Zetlen unrde 1 mg/ml Geneiicin benutzl. Die Cberexpression von ADAM 10 be- 
schleunigte das Wachstum von transfizicrten HEK-Zellen nicht. 

5 

Um die dotninanle negative Mutanie dcr Disintegrin-Metalloprotcasc ADAM 10 
aus dcm Rind (mit DN bezeichnet, siehe Fig. 7, B) herrustcllen, wurde "cine Ami- 
nosaurcsubstitution Alanin flir Glutamat bei Position 384 (E384A) mittcls PCR- 
Mutagencsc durchgcfuhrt (Die Nummcricrung dcr Aminosaurcn in dcr Angabe 

1 0 £384 A bczichi sich auf die publizicrtc Scqucnz dcr Disintcgingrin Metalloprotasc 
ADAM 10 des Rindcs gcmaB Ho\^•ard ei al. (1996) Biochem. J. 317, Scitcn 45 bis 
50, GenBank/EMBL-Datenbank-Zugangsnummer Z21961). Die amplifiziene 
cDNA dcr ADAM-lO-Mutante wurde in pcDNA3 cinklonicrt und cine DNA- 
Kassene, die filr ein FLAG-Epi top-tag (DYKDDDDK) am 3'-Endc eingefiigt. Die 

15 korrekte Sequcnz aller PCR-Produkie wurde mit Didcsoxynucleotid- 
Sequcnzierung uberpruft. HEK-Zellen wurden, wie vorstehend beschiiebcn, trans- 
fiziert und selektiert. Um die Expression der ADAM- 1 0-Mutante zu ubeiprufen, 
wurde das Protein mit Western Blot Analyse unter Venvendung eines M2 Anti- 
FLAG-Antikorpers (Kodak) und dera ECL-Detektionssystenis (Amersham Phar- 

0 macia Biotech) nachgewiesen. 

Beispiel 5 

Reverse Transkrbtase - PolvmerasekettenreaktionrPCRV 

Gcsamt-RNA.von MDBK-Zellen (Madin Darby bovine kidney) und HEK-Zellen 
5 wurde unter Vcrwcndung des RNcasy Kits (Qiagcn GmbH, Hilden) hergcsteilt. 
Zur rcvcrscn Transkription dcr racnschlichen und dcr Rindcr-ADAM-lO niRNA 
wurde ein genau passcndcs Oligonuclcotid fur das 3'-Endc der mRNAs bcnutzt 
(5'-TGCACCGCATGAAAACATC-3'). Die PGR wurde durch Zugabc eines 
Vbrwansprimers 5*-GAACAAGGTGAAGAATGTG-3' mit einer Sequcnz 
0 duichgefiihn, die in der mcnschlichcn und in der Rinder-ADAM-lO cDNA iden- . 
tisch is(. Um die Herkunft dcr amplifizienen Fragmenie als revcis transkribicne 
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mRNA sichcrzustellcn» wurdc RNA vor Zugabe dcr Rcvcrsen Transkripiase in 
einem KontrolJvcrsuch durch RNase A abcebaut 

Beispiel 6 

5 Expression und Degivcosiliening der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10: 
Stabil ADAM 10 expiimicrende HEK-Zellen und Vcrgleichszellen wurden in 
Dulbecco's Modified Eagle*s Medium (DMEM) sublimentien mit 10 % fStalcm 
Kalbersenun, Peaiciilin (100 Einheiten pro ml), Streptomycin (100 ^mg/ml) und 
2 mM Giutamin auf Kulturschalen eines Durchmessers von 10 cm bis zur Konflu- 
10 cnz hochgczogcn. Die Zcllcn wuidcn in 20 Min. auf His 1 ml Lysispuffcr lysicrt 
(20 mM Imidazol pH 6»8, 0,2 % Triton X-100. 100 mM KCI, 2 mM MgCIj, 10 
mM EGTA, 300 mM Saccharose, 1 mg/ml BSA) in Anwescnhcit eines Inhibitors 
(complctc^^ Mini, Boeliringcr Mannheim). Die gekJarten Exirakte wurden mit 6,6 
Mg/ml monoklonaJem anti-HA-Antik6rper (I6BI2) und Protein A-Sepharose bei 
15 4''C tJbcr Nacht inkubiert FQr Deglycosilierungscxperimentc wurden die Immun- 
komplexe in 100 pi 1 % SDS und 2 % P-Mercaptocthanol 10 min gekocht Nach 
Zentrifugation wurde das Eluat mit 2,500 Einheiten PNGasc F (New England 
Biolabs, Inc., Massachusetts. USA) in 50 mM Nairiumphosphat PH 7,5. 1,5 % 
Nomdet-P40 und 0,25 % SDS 3 Shmden bei 37**C inkubiert. Die Proteine wurden 
20 wie bei Wessel und Fliigge (1984) (Anal. Biochem. 138, Seiten 141 bis 143) prS- 
zipitiert, mit Hilfc eines 4 bis 12 Vo-igen NuPAGE-Gels (Nowe.x) getrcnnt und auf 
PyDF-Membrancn geblottet Die Mcmbranen wurden mit polyklonalcm anti-HA- 
Antikorpcr (Y-l 1) bei cinex Vcrdunnung von 1 : 1 .000 inkubiert, gefolgt von einem 
sekundarcn anti-Kaninchen-Mccrrcttichperoxidasc-gekoppeltcn Antikdrpcr. Die 
25 Detcktion erfolgie mit Hilfc dcs ECL-Systems. 

Beispiel 7 

ZeiJoberfl5chenbiotinvlieruntfcn: 

Die Zcllcn wurden bis zur 90 %-igcn Konfluenz hcraneezogcn und mit PDS cnt- 
50 haltcnd 0,3 mg/ml Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce. Rockford. Illinois. USA) 30 
Min. bei 4 "C inkubicn. UbcrschUssiges Biotinylicmngsreagenz wurde durch 
mchrmaligcs Waschen mil TBS cmfcmL Die Zellysaic wurden mil monuklonalem 
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anti-HA-Antik6rper wic vorstehend beschrieben inununnprazipitiert. Die Immun- 
komplexe wurden von gewaschenen Protein-A- Beads mit 200 \x\ 100 mivl Glycin 
pH 2,5 imd 20 \iM kompctierendcs HA-Peplid (entsprcchend den Aminosauren 98 * 
bis 1 08 des Influenza Hamaglutinin-Proteins) eluiert. Die ObcrsiSnde wurden ge- 
5 sammeJi und mit 5 nl 3 M Tris pH 8,9 neutralisiert und mit StreptaWdin-Agarose- 
Beads (Pierce, Rockford, Illinois, USA) zwei Stunden bei 4*C inkubiert. Die Pro- 
ben wurden mit Hilfe von 10 % SDS PAGE analysiert und auf PVDF-Membranen 
gcblottci. Die Blots wurden wie vorstehend beschrieben analysiert. 

10 BeispielS 

Immunoblotanalvse: 

8-10^ HEK und HEK-ADAMIO-Zellen (HEK-Zcllcn. die ADAM 10 stabil expri- 
micren. Verfahren wie oben) wurden auf 5 cm Zcllkulturschalen. die mil Poly-L- 
Lysin behandelt worden waren, ausgcsai und fast bis zu Kcnflucnz bochgezogen. 

15 Das Medium wurde verworfen und die Zellen in Abwesenheit odcr Anwesenheit 
dcr aufgefuhrten Verbindung 4 Stunden in Serum-freien DMEM mit 10 pg/ml 
Fettsaurc-freiem BSA inkubiert. Das Medium wurde gesammelt und die Proteine 
mit 10 % (v/v) TCA prazipiiicrt. Die Proben wurden bei 14.000 UpM zentrifiigiert 
und die Pellets zweimai mit 500 \i\ eiskaltem Aceton gewaschen. Die Proteine 

20 wurden mil 7,5 % SDS-PAGE getrennt und auf PVDF-Membranen geblottet Die 
Membranen wurden mit monokJonalem Antikorper 6E10, der die aminoterrainale 
Sequenz von Ap erkenni, bei eincr VcrdUnnung von 1 :2.000 gcfolgt von einem 
sekundarcn [^'S]-markicrtcn anti-Maus IgG-Ajitik6rper inkubiert. Die radioakti- 
ven Banden, die APPsa entsprachen. wurden mit Hilfe des Bio-Imaging- 

35 AnaIysers-BAS-1 800 (Fuji) quaniifiziert. Der Protcingehali jedcr Zellkulturplatte 
wurde nach Dialyse nut dem Mikro-BCA Proleinassay (Pierce, Rockford, Illinois, 
USA) bestimmt xmd die Meflwerte der radioaktiven Banden auf die Proteinmenge 
normierL 

30 Beispiel9 

Metabolische Markierung und Immunoorazipitation: 
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MO * HEK-Zellen und HEK-ADAMIO-Zellen wurden wie oben beschrieben auf 
1 0 cm Zellkultuiplatten hochgezogen. Die fast konfluenien Zellkulturen v\'urden 
in Senini-freien und Cystein- und Mcthibnin-frciem DMEM 1 Stunde inkubiert, 
und dann in demselben Medium mil 0^2 mCi/ml Tran["SJ-Iabel'^ (ICN) 5 Stun- 
5 den markiert. Die Immunoprazipitaiionen wurden ausgefuhrt. wic in Haass ct al.. 
(1991) (J. Neurosci. 11, Scitcn 3.783 bis 3.793) und Haass ct al. (1992) (Nature 
359» Sciica 322 bis 335) beschrieben, APPSa wurdc mit dem a-Sekreiase- 
spezifischcn polykJonalcn AntikOiper 1736 und das 10 kDa-Fragmcnt (plO) mit 
dem polyklonalen AntikrOrpcr C7, der den carboxyterminalen Teil von APP er- 
10 kennt. immunprSTipitien Die Radioaktivitat \vurde mit Hilfe des Bio-Imaging. 
Analysers BAS-J800 (Fuji) deteklieri, 

Heispiel 10 

Spezifitat der p ereinigten Disimegrin-MetalloDrotease ADAM 1 0 fPr verschiede- 

15 ne Peptidsubstrate. 

Als Peptidsubsu-at, das die a-Sckretase-Schnittstelle umfafit, wurde die Octapep- 
tid-Aminosaurcscqucnz 11 bis 28 von Ap gewShlt (die Numcrierung bezicht sich 
auf den Aminnterminus des P-Amyloid-Peptids (Esch et al. (1990) Sience 248, 
Seiten 1122 bis 1 124 und Haass et al. (1992) Nature 359, Seiten 322 bis 325). 

20 Seine carboxytcnninale Aminosaure entspricht der ersten extrazelluiSren Ami- 
nosaure von APP. Nach 30 min Inkubation von AP(1 1-28) mit ADAM 10 zeigte 
die HPLC-AnaJysc eine Spaltungsausbcute von 28 % bczogen auf das Stanpcptid 
und unter Bildung von zwei Proteolyscproduktcn (sichc TabcUc 2). 

25 

Die ESl-massenspckuomctrischc Analyse idcniifiziene die Proteolyseprodukte als 
das aminoienninale Hexapcptid ([M-i-H] *-Ion mit m/z von 777,5) und als das car- 
boxyienninale Dodccapepiidamid ([M+Hr-lon mit m/z von 2.082,8) des ur- 
spmnglichen Octadecapeplidamids. Folglich spaltei die Disiniegrin- 
50 Meialloproiease ADAM- 10 proieolytisch zwischen Lys 16 und Leu 17 (Numme- 
ricrung bcginnend mil dem Aminotemiinus von AP), wie es fiir ein Enzym mil a- 
Sekrclaseaklivitai zu envarten ist. Nach 6-stundiger Inkubation warcn 69 % des 
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AP(U-28) vonviegcnd an dieser Seite gespalten. seltener erfolgte cine Spaltuno 
hiater Leu 17 und Val 18 (FIG. 3 A; Tabclle 2). 

Anschlieflend wurde iiberpriifl, ob die SpaltungshSufigkeit wie fiir die Spaltune 
5 von APP durch die a-Sckrctasc bcschricbcn wordcn ist (sichc Sisodia (1992) 
Proc. Nail. Acad. Sci USA 89, Scilcn 6075 bis 6079) von dcr Konfonnation des 
Substrats abhSngt. 2u diesem Zwcck wurde Alanin 21 in Ap(l 1-28) durch Lysin 
crseizt Dicse Position entspricht einer natiirlicb vorkommenden Aia-fGly- 
Mutation bei Position 692 von APP770 (Hendricks et al. (1992) Nat. Genet. 1, Sei- 
10 ten 21 8 bis 221), die in Paticnten mil zerebraler Hamorrhagie in Folgc von Amy- 
loidangiopathic idcntifiziert wurde (Haass ci al (1994) J. Biol. Chem. 269. Scitcn 
17741 bis 1 7748; Capell ct al. (1996) Amyloid 3, Seiicn 1 50 bis 155). 

Cirkulardichroismus-Messungen (CD) des Octadecapcpiidamids Ap(ll-28) in 0,5 

15 % SDS zeigten cin Spcktnim, das charakteristisch filr die a-helicale Konformali- 
on ist, wahrend cine Zufallsknaul-Konfonnation im FaJle des Peptids mit dem 
Austausch Ala-^GIy in Position 21 von Ap(ll-28) (siehe FIG. 3 B) beobachtet 
wurde Das Ictztc Pcptid wurde durch die Disiniegrin-Mctalloproteasc ADAM 10 
wenigcr cfTcktiv als das Wildtyp-Peptid gespalten: Nach 30 Min. wurde nur 14 % 

20 zwischen Lys 1 6 und Leu 1 7 gespalten, vcrglichcn mil 28 % im Falle von AP(1 1 - 
28) (siehe Tabelle 2). Ein Vcrgleichsbeispiel zcigt. dai3 ADAM 10 nichl die Pep- 
tidsubstrate spaltet. die cine Schnittstelle fiir das sog. Ectodomain Shedding, das 
Abwerfen einer AuBendomane, des Angiotensin umwandelnden Enzyms (ACE) 
(Ehlers et al (1996) Biochemistry 35, Seiten 9549 bis 9559) oder des Interleukin 

25 6-Re2eptors (Mttllberg et al. (1994) J. Immunol. 152, Seiten 4958 bis 4968), bc- 
sitzcn. Allerdings spaltet ADAM-10 offensichtlich ein von pro-TNF-a abgelcitc- 
ics Pcptidsubstrat, wie neulich bcrichict vmde (Lunn ct al. (1997) FEBS Lett. 
400, Seiten 333 bis 335; Roscndahl et al (1997) J. Biol. Chem. 272, Scitcn 24588 . 
bis 24593). Einige Metalloprotcinase-Inhibitorcn vmden auf ihrc Fahigkeit, die 

30 proicolytischc Spaltune von Ap(n-28) durch gereinigics ADAM 10 zu inhibic- 
rcn, getestet Der auf einer HydroxamsSure basierende Inhibitor BB-3103 (Mid- 
delhovcn ei al. (1997) FEBS Len. 414, Seiten 14-18) inhibiene bei einer Kon- 
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zentration von 100 \iM vollstandig die proteolytischc SpaltungsaklivitSt Die Di- 
sintegrin-Metalloproteasc ADAM 10 wurde auch durch I mM DTT vollstandig 
inhibien, was darauf schllcBen iSiSu daB cine Thiol -Gruppc oder Disulfidbindun- 
gen wichtig fiir die a-Sekrcuscaktiviiii sind. Fcmcr inhibierte ADAM- 10 1 mM 
5 MO-Phcnanihrolin. 

Beispiel 1 1 

Pro2essierung und Lokalisation der Metalloproteasc ADAM 10 in HEK-Zellen 
Um die Wirkung der Metalloproteasc ADAM 10 auf die proteolytische Spaltung 

10 von APP in einera Zellsystem zu untersuchen^ wurden HEK 293 -Ze lien eingc- 
setzl. Die cDNA der MetaUoprotease ADAM 1 0 wurde aus einer Rindemieren 
cDNA-Bibliothek kloniert, an ihrem 3*- rail einer DNA-Sequenz, die fiir das HA- 
Antigen kodien, verschen und in den Expressionsvektor pcDNAS (Invitrogen BV. 
Groningeo, Niederlande) kloniert. Nach der Transfektion von HEK-Zellen und 

15 HEK-Zellen, die APP695 stabil expriniieren [HEK APPew. Haass ct al. (1992), 
Nature 359, Seiten 322 - 325], mit NukJeinsaure. kodierend fur die MetaUopro- 
tease ADAM 10, wurden Klonc auf die Expression und Prozessiemng der Mctal- 
loprotcase hin untcrsucht Zu dicscm Zweck wurden Zcllysate mit dem monoklo- 
nalcn anti-HA-Antik6rper (16B12) prazipiticrt mit SDS-PAGE analysicrt und 

20 cincm Western Blot untcrzogen. Immuno-Anfarbungcn mil eincm anti-HA- 
polyklonalen AnlikOrper zeigten 2 immunorcaktive Spczics einer apparcnten Gr6- 
fle von 90 kDa und 64 kDa (Fig. 4 A, Spurcn 2 - 5). Die 64 kDa-Variantc wild 
aus der 90 kDa-Varianie durch Abspaliung der Pro-DomSne (194 Aminos2uren) 
gebildei. Wahrscheinlich geschieht dies durch eine Furin-ahnliche Pro- 

25 Proteinkonvertase» die die Disintegrin-Metalloprotcasen bci dem Sequenzmotiv 
RXKR in einem spaien Golgi-Kompanimcnl spaltet (Lum el al. (1998) J. Biol. 
Chera. 273, Seiten 26236 - 26247). Die bercchnete Molekularmasse der MetaUo- 
protease ADAM 10 nach der protolytischen Abspaltung der Prodomane ist 61 
kDa. Um zu untersuchen, ob die Diffcrenz zwischen apparcnten und berechneten 

30 Molekulargewicht auf die Glycosilierung an den putativen N- 
Glycosilierxmgssteilen der Disinlegrin-Metalloprotease ADAM 10 zuriickzufilh- 
ren ist (Howard ct al. 1996) Biochcm. J. 317, Seiten 45 - 50), wurden die Glyco- 
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proteine des Zellklons mit dem hochsten Expressionsspiegel an Disintegrin-. 
Metalloprotease ADAM 10 (HEK-ADAM 10) mil N-Glycosidase F behandcli. 
Diese Behandlung iilhrte zu emer Reduktion der Molelculaimasse auf die envar- 
teten Werte von etwa 86 kDa fiir das Voriauferprotein und von 61 kDa fiir die 
prozessierte Variante der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10, der die Prodo- 
mSne fehh (Fig. 4 A, Spur 3). 

Die Lokalisalion der Disiniegrih-Metalloprotease ADAM 10 in transfizierten 
HEK-Zellen wurde durch Zelloberfl5chen-Biotinylierung imd konfokalc Mikro- 
20 10 skopie untersucht Zur Biotinylierung wurden die Zellen auf 4^*0 gekUhlt und 30 

Minuien mit Suifo*MHS-LC-Biotin» einem membranimpenneabelen Biotinylie- 
rungsreagenz, inkubiert Die ImmunoprSzipitaiion wurde unter Verwendung eines 
monoklonalen Axiti-HA-Antik<iipcrs durchgefuhrt. 4/5 der gesammelten Iramuno- 

25 

prizipitate wurden mit inunobilisiertcm Streptavidin inkubiert, um die Protease- 
15 molekiile an der Plasmamembran zu isolieren. Fig. 4 B zeigt die Anwc-senheit 
von sowohl der prozessicrten etwa 64 kDa groBen Variante der Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 als auch ihres 90 kDa grofien Vorlaufers auf der 
ZelloberflSche (Spur A). 1/5 des Iinmunoprazipitates, das nicht mit Streptavidin 
inkubiert worden war, zeigtc vomehmlich die nicht-prozessicrte 90 kDa grofle 
20 Variante, und eine nur schwache Bande wies auf die proteolytisch aktiviertc Di- 
35 sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 hin (Spur B). Diese Ergebnisse zeigen, dafi 

die proteolytisch aktivierte Form der Metalloprotease ADAM 10 vomehmlich an 
der ZeUoberflMche lokalisicrt ist, wo sic in der Lage ist APP proteolytisch zu 
spaltcn. Der Cbcnviegende Tcii der DisiDtegrin-Metalloprotease ADAM 10 liegi 
25 intrazellular als Proenzym vor. Eine Analyse der Lokalisation der Disiniegrin- 
Metalloproicase ADAM 10 mit Hilfe von konfokaler Immunofluoreszenzmikro- 
skopie an permiabilisienen HEK-ADAM 10 Zellen zeigte, daB das Anfiirbemusier 
grofitenteils mit dem des Golgi-assoziierten Markers 58k flberiappi (Ergebnisse • 

45 

nicht gezeigi). 

30 

Beispiel 12 



10 

5 
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Wirbing dcr Disimecrir.-Metalioproteasg ADAM 10 auf die «-Sekrctase Spaltung 
von APP in HEK-Zellen. 

Die a-SckrctascakiivitSt in HEK-ADAM 10 Zelien wurde mil der AktivitSi, die in 
untransfizicncn HEK-ZcUcn gefiinden wurde, verglichsn. Die Freisetzung von 
5 APPs in da5 Medium "wurde mit zwei bindungsortsspezifischen Antikorpem ( ! 736 
und 6E10) bestimmi. Bcide AntikOipcr crkenncn die aminotenninale Sequenz von 
Ap imd dcleklicrcn dahcr nur APPsa abcr nicht APPsp. Immunoblotcxperimcntc 
'jnd ImmunoprSzipitation nach mctabolischcr [^^Sl-Markicnms wurdcn durchgc- 
fuhrt, um die a-Sekrctaseakiivitai zu quantifizieren (Fig. 5 und Fig. 6). Die quan- 
go 10 litativs Analyse dcr Immunoblotexpcrimcmc mit dem monoklonalem AntikOiper 

6E10 zeigie. dafl HEK-Zellen, die siabil einen hohcn Spiegel der Disiniegiin- 
Metalloprotease ADAM 10 exprimicrcn, ungcfahr die vierfachc Mcnge APPsa 
ins Medium abgeben als die untransfizicncn HEK-Zellen (Fig. 5, Spuren 1-4). 
Eine erhShie a-Sekretaseaktivitat wurde auch in einem HEK-APp6<?j-Zellk]on, der 
15 stabil die Disiniegrin-Metailoprotease ADAM 10 cxprimiert» festgestellt Der re- 
lative Anstieg von APPstjiOC, welches von endogencm APP abstammt und von 
30 APPs69sa war nur zwcifach (Fig. 5 A. Spuren 7 und 8 ) infolge des gcringcren Ex- 

pressionsspiegels dcr Disintcgrin-Metalloprotcasc ADAM 10 (Fig. 4, Spur 5) und 
infolge des hOheren Substrat-Enzymvcrhaltnisscs. 

20 

35 

Neulich wurde gtfzcigi, daD Zink-Mctailoprotcaseinhibitorcn auf dcr Basis von 
Hydroxamsaure das Ectodomain Shedding vcrschicdcncr Mcmbranprotcinc cin- 
schlicfiJich dcr a-Sckrciasc-Spaltung von APP unterdrilcken. Ein Effckt auf die 
40 Freisetzung von APPsp wurde nicht gcftmdcn (Parvaihy el al. (1998) Biochemis- 

25 try 37. Seiten 1 680-1 685). Deswcgen wurde der EfTekt des Hydroxamsaureinhibi- 
tors BB-3103 auf HEK-ZelJen und auf HEK-Zcllen, die die Disintegrin- 
Metalloproiease ADAM 10 Oberexprimiercn, untersucht. BB-3103 verminderte 
die Freisetzung von APPsa in HEK-Zellen um etwa 40 % (Fig. 5, Spuren 1-3) 
und in HEK-ADAM 1 0-Zellcn um etwa 70 % (Fig. 5, Spuren 4-6). Die Stimulati- 

30 on der Proteinkinase C durch Phorbolesier verstarkt deuflich die Freisetzung von 
,\PPsa und inhibiert die Sekrction von AB. Um die Wirkunc dcr Proteinkinase C 
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auf die StimuJierung der Disintegrin-Metalloprotsase ADAM lO-Aklivjtat zu un- 
tcrsuchen, w-urden HEK- und HEK-ADAM l0-2ellen mit I um PMA bchandelt. 
Imraunoblotexperimcme zeigten, dafl PMA die -APPsa-Freisctzung von HEK- 
Zellen et\va lira das 6-fache erhoht (Fig. 5, Spuren 1 und 2). Die vcrstarkte a- 
.5 Sekretascaktivitat von HEK-ADAM 10-Zellen wurde um den Faktor 2,5 vergrS- 
Bert (Fig. 5, Spuren 4 und 5). 

ADAM 10 besim in AminosSureposition 71 9 ein Threonin, welches als Substrat 
fiir cine Prolcinkinasc C-abhaagige Phosphory'licrung diccen kann. Eine VerstSr- 
10 kuDg dcr a*Sekrcta5caktivitSt von ADAM 10 durch den ProtcinJcinasc C- 
Aktivator PMA crfolgt offensichtlich iibcr dicscn Mcchanismus. 

Ahnlichc Ergcbnisse wurdcn in Immunopraiipitationsexperimentcn mil dcm po- 
lyklonalcn Antik6rpcr 1736 crhaitcn. Die Expression dcr Disinicgrin- 

15 Mctalloprotcasc ADAM 10 in HEK-Zcllcn vcrstarktc signifikant die Sckretion 
von APPsa in das Medium (Fig. 6A). Um zu bcstimmcn, ob die Expression dcr 
Disimegrin-Mctalloproicase ADAM 10 auch den Spiegel von plO crhOht, warden 
Zellysate von HEK- imd HEK-ADAM lO-Zcllcn nach mctabolischcr Markicrung 
mit dem polyklonalen AntikOrper C7. dcr den carboxytcrminalcn Tcil von APP 

20 crkennv immunoprazipiticru Wie in Fig. 6B und 6C gczcigl, wird die Expression 
von Holo-APP (APP der vollen LSngc) nicht verandcrt, wahicnd das Signal von 
plO in HEK-ADAM lO-ZcIIen signifikant starker ist als in den Vergleichszcllcn. 
Dies zeigt, dafl die Disintegrin-Meialloprotcase ADAM 10 a-Sekrctaseakiivitat 
besiiZL 

25 

Beispiel 13 

Wirkune der dominant negaiivcn Disintegrin-Meialloprotease ADAM 10-Mutante 
auf die g-Sekretaseaktivitgt: 
30 Um festzusiellen, ob das menschliche Homologe de: Disimegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 in HEK-ZcUen exprimiert wird und daher fiir die endogene a- 
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Sekretaseaktivitat wrantwortlich ist, wurden Reverse TransJcriptase Polyme- 
rosekettenreaktionsanalysen unler Venvendung voa Gesaml-RNA aus dicsen 
ZeJlen und Oligonucieotiden, die spezifisch f^ir ADAM 10 sind. durchgefiihrt. 
Wie in Fig. 7A gezeigt, cxprimieren HEK-ZelJen dctelcticrbare Mengen an 
5 mRKA, die fiir die hianane Variante der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 
codierl, die 97 % Identitat auf Aminosaureebcne mit der Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind zeigL In einem Vergleichscxperimcm 
wurde die Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10-mRNA in Gesamt-RNA von 
MDBK-Zcllen nachgewiesen, von denen bekannt ist, daB sie die Disinlegrin- 
10 Metalloprotease ADAM 10 exprimieren (Howard et al. (1996) Biochem. J. 317, 
Seiten 45-50). 

Um die cndogene a-SekretaseaktiviiSt in HEK-Zellen zu inhibieren» wurde die 
Punktmutation E384A in die Zink-Bindungsstellc der Rinder-Disintegrin- 

15 Metalloprotease ADAM 10 cingefilhrt Eine Mutante des KUZ-Proteins mit ciner 
Mutation an dersclbcn Stclle verhielt sich dominant negativ m Drosophih mela- 
nogaster (Pan und Rubin (1997) Cell 90. Seiten 271-280). HEK-Zellen. die die 
Mutante ADAM 10 E384A (HEK/DN) exprimieren. zeigten eine deutlich vcr- 
mindcrtc Sckretion von APPs. Der inhibitoHsche BfTekt war am deutlichsten in 

20 PMA-bchandeltcn Zellen: Nur 25 % der enzymatischen Aktivitat wurde festge-. 
stcUt (Fig. 7B, Spurcn 2 und 4; Fig. 7C). Folglich f^ihrte diesc Punktmutation zu 
cincr dominant negativen Form der Protease tmd zu einer deutlich vennindertcn 
konsiitutiven und stimulierbarcn a-Sckretascaktivitflt 

25 Zusammenfasscnd laBt sich also sagcn, daB die Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 a-Sckretaseaklivitat besitztund in den basalcn und stimulicrtcn ProzeB 
des Ectodomain Sheddings von APP involviert ist Diesc Folgcrung crgibt sich im 
wcsemlichen aus folgcnden experimcnlcllen Ergcbnissen; 

30 - Die Ubercxpression der Disiniegrin-Metfllloproicasc ADAM 10 in 

HEK-Zcllen ftJhn zu einem Ansiieg von APPsa und plO um cin vicl- 
faches. Der Anstieg in der Proteolyseaktivitat (5Atrac/mj^- Aktivitat) 
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korreliert mil dem Exprewionslevel der DisiDtegrin-Metalloprotease 
ADAM 10. Die verst^fcte a-Sekreiascaktivitat !cann durch Stimulation 
der Proteinkinase C mil Phorbolestem crhoht werden, was ein charak- 
leristisches Merkmal der a-Sekretase isi (HUNG et al (1993) J. Biol. 
Chcm. 268, Scitcn 22959-22962). 

ZcUobcrflachcn-Biotinylienrngsexperimente zeigen, dafl die proteo- 
lytisch aktiviene Fomi der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 im 
wcscntJichcn in der Plasmamembnmcn lokalisien ist 



20 10 



- Die cndogcnc basalc und Phorbolcstcr stimuiiertc a-Sckrctaseaktivitat 
in HEK-Zcllcn kann durch cine dominant negative Form der Disinte- 
grin Metalloprotcase ADAM 1 0 dcutlich inhibicrt werden. 

*5 - Das Inhibitorspcktrum sowohl dcs isoliertcn als auch dcs ubcrexpri- 

mienen Enzyms stimmt mil den Berichten Uber die Heramung der a- 
Sekretaseaktivitat flbcreia 

Auf die Veroffentlichung Lammich et al Proc. Natl. Acad. Sci USA (1999) 96. 
20 3922-7 wird vollinhaltlich vcrwicsen. 
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PatentansprQche 

1. Rekombinante Zelle, die cin Substraiprotcin exprimiert, das mindcstcns einen Scqucnz- 
bereich von 1 8 Aminostoen des humanen Amyloidvorlaufcrproietns (APP, amyloid pre- 
cursor protein) oder eines homologen Proteins umfaflt, wobei der Sequenzbereich die a- 
Sekreiasespaltsteile sowie 6 Aminosaurereste aminotcrminal und 12 Aminosaureresie 
carboxyierminal bezogen auf die a-Sekretasespalistelle enUialt, und 

a) cntweder rekombinante Nuicleinsiiure cnthalt. umfassend mindestens ein Gen iur ein 
Proleascprotcin, das entweder mindestens den/die fUr die proteolytische Aktivitat 
notwiendigen Sequenzbereich oder Sequenzbereiche der Disintcgrin-Meialloprotease 
ADAM ] 0 aus dem Rind {Bos laurus). aus dem Menschen oder aus cinem andercn 
Siiugciicr umfafli oder ein Mutein einer SSugetier Disimegrin-Mctalloproiease ADAM 
10 darstelJt, das im wesentlichen die gleichen enzymatischen Eigenschaften besitzt, 
wobei das Gen oder die Gene unter der Kontrolle eines heterologen Promotors stehen, 
' b) oder heteroJoge RNA codierend fiii cin Substraiprotcin und fur ein Proteascprotein. 

2. Rekombinante Zelle, dadurch gekennzeichnet, dafl sie rekombinante NukJeinsaurc cnlhalt, 
umfassend entweder 

a) mindestens ein Gen fiir ein Substraiprotein. das mindestens einen Sequenzbereich von 
1 8 Aminosauren des bumanen Amyloidvorlauferproteins CAPP, amyloid preciu^or 
protein) oder eines homologen Proteins umfaBl, wobei der Sequenzbereich die a- 
Sekretasespaitstelle sowie 6 Aminosaurereste aminoterrainaJ und 12 Aminosaurereste 
carboxyierminal bezogen auf die a-SekrctasespaltstcUe cnihalt, xmd 

b) mindestens cin Gen fur cin Proteascprotein, das cntweder mindestens den/die fur die 
protcolyiischc AkiivitSl notwcndigen Sequenzbereich oder Sequenzbereiche der Di- 
sintcgrin-Metalloprotcasc ADAM 10 aus dem Rind {Dos taunis), aus dem Menschen 
oder aus cinem andercn Sougeiicr umfaBt oder cin Mutein einer Sfiugetier Disintegrin- 
Mctalloproicasc ADAM 1 0 darstcllt: das im wesentlichen die gleichen enzymatischen 
Eigenschaften besilzt, wobei das Gen oder die Gene unter der Kontrolle eines hetero- 
logen Promotors stehen, 

Oder heterologe RNA codierend fUr ein Substratproiein und filr ein Proteascprotein. 

3. ZcUe nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gckcnnzcichnct, daB das Protease protein die Di- 



wo 00^6871 



42 



rCT/EP00/0201S 



sintegrin-Mctalloproteasc ADAM 10 der Maus ist. 

4. Zelle nach Anspruch loder 2, dadurch gekennzeichnet dafl das Proteaseproteui die Di- 
sintcgrin-Mctalloproiease ADAM 10 der Ratte ist. 

5. Rekombinantc Zelle, dadurch gekenii2eichnet» dafl sie rekombinante Nukleinsaure(n) ent- 
hSJt, die codieren; 

c) fiir eine dominant negative Form der Disintegrin-Metalloprotcase ADAM 10 aus dem 
Rind {Bos taurus), aus dem Mehschen odcr aus einem anderen Saugetier und 

d) gegebenenfalls fur ein Substratproiein gem^ Anspruch 2. 

6. Zelle, nach Anspruch 5, wobei es sich b^'i der dominant negaiiven Form der Disintegrin- 
Melalloproiease AD.AM 10 um die Mutante E384A der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 1 0 aus dem Rind oder um eine entsprechende Mutante aus dem Menschen oder 
aus einem anderen Saugetier handclt. 

7. Zelle nach einem der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet. dafl das Substratprotein 
ein Fusionsprotein ist, bei dem der aminoterminale .Sequenzbereich des Fusionsproteins 
von einem Markerprotein, einem Enzym oder einem katalytisch wirksamen Teil eines En- 
2yms und der carboxyterminale Sequenzbereich des Fusionsproteins von dem humanen 
Amyloidvorlauferprotein oder einem Teil des humanen AmyloidvorUuferprotcins gebil- 
del werden. 

8. Zelle nach Anspmch 7» dadurch gekennrxichnct, dafl es sich bei dem Enzym um cine um 
mindestens 24 Aminosaurereste carboxyterminal verkUrztc alkalische Phosphatase SEAP 
handclt 

9. Zelle nach Anspruch 8, dadurch gekcrmzcichnet, daB das Substratprotein eine Sequcnz 
gemafl SEQ ID-No: I aufweist 

1 0. Verfahren zur AufTmdung pharmazeutischer Wiiksubstanzcn, gekcrmzcichnet durch die 
folgenden Schrine 

e) Bereiisiellung eines Subsinuproicins geraiifl Anspruch 2, 

f) Bereiuiellung cincs Protcascprotcins gemafl Anspruch 2, 

g) Applikation cincr Tcstsubstanz auf cine Zcllc, auf cine Zellfraktion oder auf ein Ge- 
misch von ZcUfrakiioncn, die jcwcils sowohl das Substratprotein als auch das Protea- 
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seprotein umfassen, und 

h) Quamiiative Bestimmung tines seit der Applikaiion der Testsubstanz gcbildetcn Pro- 
teolyseproduktcs des Substratproteins. 

1 1 . Vcrfahren zur Auffindung von weiiercn Sckreiascn oder von pharmazeuiischen Wirksubs- 
tanzen. umfassend die folgendcn Schrine 

d) Expression eines Substratproteins und einer dominant negativen Fonn der Disintcgrin- 
Meialloproteasc ADAM 1 0 aus dem Rind [Bos taunts), aus dem Mcnschcn odcr aus 
eincm andercn Saugetier in ciner Zelle gemafl Anspruch 5 oder 6. 

e) Expression cincs wcitcren Testproteins in der Zelle und/oder Applikaiion cincr Test- 
substanz auf die Zelle oder auf cine Zellfraktion dieser Zelle, und 

f) Quantitative Bestinunung eines gcbildcten Protcolyseproduktcs des Subsuatproicins. 

12. Verfahren nach cinera der Ansprilche 10 und 11, dadurch gekcnnzeichnct, dafl die quan- 
titative Bestinunung des Proteolyscproduktes durch einen cnzymatischen Test erfolgt. bci 
dem von der katalytischen AktiviiSi einer Probe auf die Menge an einem bcstimmten 
Proieolyscprodukt in der Probe geschlossen wird. 

13. Verfahren nach einem der AnsprUchc 10 und 11, dadurch gekcnn^eichncl, dafi die quan- 
titative Bestinunung des Proteolyscproduktes durch cinen spcku-oskopischcn Test crfolgl. 
bci dem von der spektroskopischen Eigenschafi einer Probe auf die Menge an eincm bc- 
stimmten Proteolyseprodukt in der Probe geschlossen wird. 

14. Vcrwcndimg von Substanzcn, die die die von der ZcUc gcbildctc Protcinmengc odcr die 
cnzymaiischc AktivitSt eines Proteaseprotcins gemaB Anspruch I odcr 2 bceinflusscn, zur 
Herstellung eines Medikamcnts zur Behandlung ncurodegcncrativer Erkrankungcn, ins- 
besondere von Morbus Alzheimer. 

15. Verwendung cincs Proteaseprotcins gcmSB Anspruch 1 odcr 2 rur protcolytischcn Spal- 
tung cincs Substratproteins gemSfl Anspruch I odcr 2. 

16. Verwendung ciner dominant negativen Fonn der Disintcgrin-Mctalloprotcasc ADAM 10 
aus dem Rind {Bos taurus), aus dem Mcnschcn odcr aus einem andercn Saugetier odcr ci- 
ncr Nuklcinsaurc, codicrcnd fur einc dicscr dominant negativen Formen, zur Unicrdriik- 
kung der a-Sckrctaseaktivitat cincr Zelle. 

17. Verfahren zur Bestimmung des Risikofaktors filr neurodegenerative Erkrankungcn, insbc- 
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sondere filr Morbus Alzheimer^ dadurch gekennzeichnct daB 

c) eine DNA-Probe der Teslperson unter Einsatz gcnspezifischendfr Primer geacn die 
humane Disintcgrin-Metalloprotease ADAM 10 der PCR-AnaJyse unterworfen wird. 

d) imd die Sequen2 des Amplifikationsproduktes mit der bekannten Sequenz der hxima- 
nen Disimcgrin-Mctalloprotease ADAM 10 verglichen wird- 

18. Veifahren zur Bcstinunung des Risikofaktors filr neurodegenerative Hrkrankungcn, insbe- 
sondere filr Morbus Aiiheimer, durch quantitative Bestimmung der mRNA-Mengen von 
humanera ADAM 10 aus Zell- und Gewebeproben, umfassend cinen der folgenden 
Schritie: 

d) Isolienma und Quantinziening der ADAM 10-mRNA, 

c) Einzel- oder doppelstrSngige cDNA die ADAM 10-mRNA umgeschrieben wird wcl- 
che dann quantifiziert wird, 

0 die ganze Nukleotidsequenz von ADAM 10 Oder Teile davon zur Quaniifizicrung 
mittcls Hochdurcfeatz-Expressionsanalyse (z-B. DNA-Chip-Technologie u. DNA- 
Micro- Array) eingcsetzt wird. 

1 9. Vcrfahren zur Bestimmung des Risikofaktors fUr neurodegenerative Hrkrankungcn. insbc- 
sonderc fUr Morbus Alzheimer, dadurch gekennzeichnei, dafl die laisachliche chromoso- 
mal en Lokalisicning des Gens der Disiniegrin-MeialJopro lease ADAM 10 rail seiner 
normalen chromosomalen Lokalisierung. Chromosom 15 bei 12.44 cRjooo. verglichen 
wird. 

20. Arzneimiticl. cnihaliend cine rekombinantc NuklcinsSurc, die fiir cin Protcascprotcin gc- 
mafi Ansprucb 1 oder 2 codiert. 

21. Arzneimiuel» cnthalicnd einc zu eincr NukJeinsaurc, die fUr ADA^l 10 eincs Sclugcticrs 
codicn, mindesicns uber cinen Abschnitt von 10 Dasen komplcmcntarc rekombinantc 
Nukleinsauie 

22. ArzneimincI, umfassend die nicht-mcmbranvcrankcrtc losliche Form eines Proteasepro- 
tcins gemaC Anspnich 1 oder 2.. insbesonderc die losliche Form von himianem ADAM 1 0. 

23. Antik6rpcr oder Antik5rpcrdcrivaie» die cin Proteaseprotein gemiB Anspruch ! oder 2 
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spezifisch binden. 

24. Verfahrcn zur Bestiminung des Aktivitatszustands von humancm ADAM 1 0 durch Quan- 
tifizierung des Phosphorylicnmgsgrades von humanem ADAM 10 in Zell- und Gcwebe- 
proben, wobei entwerder 

c) ADAM 10 isolieit wird und sein Phosphorylienmgsgrad entweder durch Massen- 
spektrometrie, durch spezifische Anti-Phosphothrconin-AntiJc6rper, durch Quantifizie- 
rung der Aimnos^ure Phosphoihreonin oder durch Dephosphorylierung (Phosphatase- 
Assay) von ADAM 1 0 bestimmt wd, oder 

d) Zell- oder Gewebeproben direkl in eine Proteomanalyse eingesetzt werdcn xmd der 
Nachweis von phosphoryliertem ADAM 1 0 wie umer Punkt a) beschrieben erfolgt. 

25. Transgenes nichi-menschliches Tier das rekombinate Nukleinsaure, codiercnd fur ein 
Proteaseproiein gemaB Anspruch 1 oder 2 oder fiir eine dominant negative Form der Di- 
simegrin-MetaJloproiease ADAM 10 aus dem Rind {Bos iaurus)^ aus dem Menschen oder 
aus einem anderen Saucetier auiweist. 

26. Vcrwendung einer rekombinalen Nukleinsaure, codierend filr ein Proteaseproiein gemaB 
Anspruch 1 oder 2 oder fur eine dominant negative Form der Disintegrin-Metalloprotcase 
ADAM 10 aus dem Rind {Bos taurus), aus dem Menschen oder aus einem anderen Sau- 
getier zur Erzeugung transgener Zellen und transgener nicht-menschlicher Tiere und zur 
Uenthcrapic. 

27. Transgenes nicht-menschliches Tier, aufwcisend eine zu einer Nukleinsaure, die filr 
ADAM 10 eines SSugctiers codiert, mindestcns iiber einen Abschnitt von 10 Basen kom- 
plementare rekombinante NukleinsSure. 

28. Verwendung einer zu einer Nukleinsaure, die fUr ADAM 10 eines SSugciiers codiert, 
mindestens iiber einen Abschnitt von 1 0 Basen komplementSre rekombinante Nukleinsau- 
re zur Erzeugung von transgenen Zellen und transgenen nichtmeschlichen Ticren und zur 
Gentherapie. 
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BEZECHNUNG DE?. ERFIKDUNG: Zeilen, die ein AmyloidvorlSuf erprotei n 

u::J eirie alpha- Sekretase coexprimiaren, 
ein Testverfahren 2ur Identif ika^ion al- 
pha-Sekretase-aktiver Substanren sowie ei- 
nes zur Identifikation weiterer Sekreta- 
scn, ein Testverf ohren rur Bcstitnmcng der 
Anf^IiigKeit gegeniiber Korbus Alzheiioez 
und Verwendang von Nukleins^uren, die fur 
eine alpha-Se)crecase ccdieren, fur die 
Gentherapie 



ANZAHL DER SE3UENZ£^4: 2 



computerlesbap.f: FASSUNG: 
DATENTRAGER; Diskette 
COMPUTER : IPH-kompat ibcl 

betr:ebsys-em: windows NT 

SOETHARE: WORD 97 



ANGABEN ZU SE:? TD-N0:1: 

S EQUEKZCHARKTERI ST I KA : 

LANGE: €27 AminosScren 
AaT: ^--mosaure 
TOPOLOGIE: linear 

ART ZZS MOLEKVLS: Protein 

. SEOaENZDESCHRElB'JNG: SEQ ID-No:!: 
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Leu 


Ala Met 


Asp 


Arg 










60 










B5 








90 




Pro 


Tyr 


Val 


Ala 


Leu 


Scr 


Lys 




Tyr Asn Val Asp Lys 


His 










95 










ICO 








105 


Val 


Pro 


Asp 


Ser 


Gly Ala Thr Ala 


Thr 


Ala Tyr 


Leu Cys 


Gly 


Va ) 










110 










1!5 








120 


Lvs 


Gly 


Asn 


Fhe 


Gin 


Thr 


lie 


Gly 


Leu 


Ser 


AJ-a 


Ale Ala 


Arg 


Phe 










125 










130 








135 


Asn 


n 

<ji n 


Cys 


Asr. 


Thr 


Thr 


Arg 


Gly 


Asr. 


Glu 


Val 


He Ser 


Val 


Met 










140 










145 










Asn 


Arg 


Ala 


Lys 


Lys 


Ala 


Gly 


Lys 


Ser 


Val 


Gly Val Val 


Thr 












155 










1€0 








165 


Thr 


Arg 


Val 


Gin 


His 


Ala 


Ser 


Pre 


Alo 


Gly Thr 


?yr Ala 


Kis 


Thr 










170 










175 








160 


Va 1 


Asn 


Arg Asn 


Trp 


Tyr 


Ser Asp Ala 


Asp 


Val 


Pro Ala 


Ser 


Ala 










IBS 










190 








195 


Arg 


uin 


Glu 


Gly 


Cys 


Gin Asp 


lie 


Ala 


Thr 


Gin 


Leu He 


Ser 


Asn 










200 










205 








210 


Met 


Asp 


:ie 


Asp 


Val 


He 


Leu 


Gly Gly Gly Arg Lys Tyr 


Met 


Phe 










215 










220 








225 


Arg 


Met 


Gly 


Thr 


Pro 


Asp 


Pro 


Glu 


Tyr 


Pro 


Asp 


Asp Tyr 


Ser 


Gin 










230 










255 








240 


Gly 


Gly 


Thr 


Arg 


Leu 


Asp Gly Lys Asn 


Leu 


Val 


Gin Glu 


Trp 


Leu 










245 










2 50 








255 


Ala 


Lys 


Arg 


Gin 


Gly Ala Arg Tyr Val 


Trp Asn Arg Thr 


Glu 


Leu 










260 










265 








270 


Met 


Gin 


Ala 


Ser 


Leu Asp 


Pro 


Ser 


Vcl 


Thr 


His 


Leu Met 


Gly 


Leu 










275 










280 








285 


Phe 


Glu 


Pro 


Gly 


Asp 


Met 


Lys 


Tyr Glu 


lie 


His 


Arg Asp 


Ser 


Thr 










290 










2 95 








300 


Leu 


Asp 


Pro 


Ser 


Leu 


Met 


Glu 


Met 


Thr 


Glu 


Ala 


Ala Leu 


Arc 


Leu 










305 










310 








315 


Leu 


Ser 


Arg 


Asn 


Pre 


Arg 


Gly 


Phe 


Phe 


Leu 


Phe 


V£l Glu 


Gly 


Gly 










320 










325 








330 


Arg 


i:e 


Asp 


His 


Gly 


His 


Kis 


Glu 


Sar 


Arg 


Ala 


Tyr Arg 


Ala 


Leu 










335 










340 








345 


Thr 


3lu 




lie 


Met 


Phe 


Asp 


Asp 


Ala 


lie 


Glu 


Arg Als 


Gly 


Gin 










350 










355 








360 


Leu 


Thr 


Ser 


Glu 


Glu 


Asp 


Thr 


Leu 


Ser 


Leu 


Val 


Thr Ala 


Asp 


His 










365 










•70 








375 


Ser 


Kis 


Val 


Fhe 


Ser 


Phe 


Gly 


Gly 


Tyr 


Pro 


Leu 


Arg Gly 


Ser 


Ser 










390 










265 








39D 
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He ?he Gly Leu Aia Pro Gly hys Ala Arg Asp Arg Lys Ala Tyr 

3&3 40C . 405 

Trir Val Leu Leu Tyr Gly Asn Gly Pro Gly Tyi Vdl Leu Lys Asp 

410 415 420 

Gly Ala Ar= Pro Asp Val Thr Glu Ser Glu Ser Gly £er Pro Glu 

<25 430 435 

Tyr Ara Glr. Gin Sar Ala Val Pro Leu Asp Glu Glu Thr His Ala 

440 445 450 

Gly Glu Asp Val Ala Val Phe Ala Arg Gly Pro Gin Ala His Leu 

455 460 465 

Val Kis Gly Val Gin Glu Gin rnr Pha He Ala Kis Val Met Ala 

470 475 480 

Phe Ala Ala Cys leu Glu Pro Tyr Thr Ala Cys Asp Leu Ala Pro 

465 490 495 

Pro Ala Gly Thr Thr Asp Ala Ala His Pro Gly Val Tyr Thr Arg 

500 505 510 

Pro Gly Sar Gly Leu Thr Asn He Lys Thr Glu Glu He Ser Glu 

515 520 525 

Val Lys H^z Asp Aia Glu Phe Arg Kis Asp Ser Gly Tyr Glu Val 

530 535 540 

His his 31n Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu As? Val Giy Ser Asn 

545 550 555 

Lys Gly Ala He lis Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 

5S0 565 570 

Thr Val He Val He Thr Leu \'s.l Met Leu Lys Lys Lys Gin Tyr 

575 580 585 , 

Thr Ser He His His Gly Val Val Glu Val Asp Ala Ala Val Thr 

593 595 600 

Pro Glu Glu Arg His Leu Ser Lys Mat Gin Gin Asn Gly Tyr Glu 

605 610 615 

Asn Fro Thr Tyr Lys Phe Phe Glu Gin Met Gin Asn 

620 625 

ANGAEEN 2U SEQ ID- NO: 2: 

S EOU ENZCHJIRKT E RI ST I KA : 

, LAtlGE : 1BB4 Ba^enpaare 
A?.T : Nuclelnsdure 
STRANGFOPM: Einzelstrang 
TO?OLOG1E: linear 

ART DES MOLEKOLS: c-DNA zu m-RKA 

SE0UEN2BISCHREIBUNG: SEQ ID-Nc:2: 

ATGCTGCTGC TGCTGCTGCT GCTGGGCCTG AGGCTACAGC TCTCCCTGGG CATCATCCCA 60 

GTTGAGGAGG AGAACCCGGA CTTCTGGARC CGCGAGGCAG CCGAGGCCCT GGGTGCCGCC 12C 

AAGAAGCTGC AGCCTGCACA GACAGCCGCC AAGAACCTCA TCATCTTCCT GGGCGATGGG IcO 

ATGGGGGTGT CTACGGTGAC AGCTGCCAGG ATCCTAA;iAG GGCAGAAGAA GGACAAACTG 24 0 

GGGCCTGAGA TACCCCTGGC CATGGACCGC TTCCCATATG TGGCTCTGTC CAAGACATAC 3C0 
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AATGTAGACA 


AACATG7GCC 


AGACAGTGGA 


GCCACAGCCA 


CGGCCTACCT 


GTCCGGGGTC 


350 




TCCAGA'"C?T 


I \J V— V* i * U/%\J ^ 


v>\-r rvu W ^ U W w 




GTGfSArArG 
u 1 u wviLAL 


* on 


ACACGCGGCA 




C"CJ!GTCATG 






d 0 ftrr* fe f: T (7 

UfV.U i L Alj I \i 


480 












L u L L L /'.L AL u 


540 




ACTGGT^CTC 








O wA(>^(ifa To L 


600 










ALU 1 On ILL. t 


AC#vfT(«k3AGvaC 


660 






U L. C L 


GAZCCTGAGT 






720 






U>*AoA>*.l Liu 


G7GCAGGAAT 


GGCTGGCGiAa 


GCGCCAGGGT 


7B0 








rtT-jCAGoCTT 


CCCTGGACCC 


GTCTGrGA.CC 


840 




GTCTC7TTGA 


GCCTGGAGAC 


rtTGAAATACG 


agatccaccg 


AGACTCCACA 


900 




CCC*GATGGA 


GATGACAGAG 


GCTGCCCTGC 


GCCTGCTGAG 


CAGGAACCCC 


960 




TCCrCTTCGT 


GGAGGGTGGT 


CGCATCGACC 


atggtcatca 


TGAAAGCAGG 


1000 




CACTGACTGA 


GACGATCATG 


TTCGACGACG 


CCATTGAGAG 


GGCGGGCCAG 


1060 


CTCACCAGCG 


AGCAGGACAC 


GCTGAGCCTC 


GTCACTGCCG 


ACCACTCCCA 


CGTCTTCTCC 


1120 


TTCGGAGGCT 


ACCCCCTGCG 


AGGGAGCTCC 


ATC7TCGGGC 


TGGCCCCTGG 


CAAG3CCCGG 


1180 


GACAGGAAG3 


CCTACACGGT 


CCTCCTATAC 


GGAAACGGTC 


CAGGCTATGT 


GCTCAAGGAC 


1240 


GGCGCCCGGC 


CGGATGTTAC 


CGAGAGCGAG 


AGCGGGAGTC 


CGGAGTATCG 


GCAGCAGTCA 


1300 


GCAGTGCCCC 


TGGACGAAGA 


GACCCACGCA 


GGCGAGGACG 


TGGCGGTGTT 


CGCGCGCGGC 


1360 


CCGCAGGCGC 


ACCTGGTTCA 


CGGCGTGCAG 


GAGCAGACCT 


TCATAGCGCA 


CGTO^TGGCC 


1420 


TTCGCCGCCT 


GCCTGGAGCC 


CTACACCGCC 


TGCGACCTGG 


CGCCCCCCGC 


CGGCACCACC 


1480 


GACGCCGC3C 


ACCCGGGGGT 


GTACACTCGA 


CCAGGTTCrG 


GG7TGF-CAAA 


TATCAAGACG 


1540 


GAGGAGATCT 


CTGAA3TGAA 


GATGGATGCA 


GAATTCCGAC 


ATGACTCAGG 


ATATGAAGTT 


1600 


CATCATCAAA 


AATTGGTG7T 


CTTTGCACAA 


G,\TGTGGGTT 


CAAACAAAGG 


TGCAATCATT 


1650 


GGACTCATGG 


TGGGCGCrCT 


TGTCATAGCG 


ACACTGATCG 


TCATCACCTT 


GGTGATGCTG 


1720 


AAGA;i.GAA.AC 


AGTACACATC CATTCATCAT 


GGTGTGGTGG 


AGGTTGACGC 


CGCTGTCACC 


1780 


CCAGAGGAGC 


GCCACCTGTC 


CAAGATGCAG 


CAGAACGGCT 


ACGAA^UrCC 


AACCTACAAG 


1860 


TTCTTTGAGC 


AGATGCAGAA 


CTAG 
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